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1 UVOD 
 
Človeško telo predstavlja heterogen habitat številnim mikroorganizmom, ki kolonizirajo 
kožo ter mukozne membrane prebavnega trakta in reproduktivnega sistema. Kolonizacija 
se začne že ob rojstvu. Koža novorojenčka pride iz načeloma sterilne maternice v 
neposreden stik z mikroorganizmi materne vaginalne sluznice ali s tistimi iz zraka v 
primeru rojstva s carskim rezom. Ustna votlina in prebavni trakt prideta v stik z 
mikroorganizmi najprej z maternim mlekom ter kasneje z zaužitjem ostale hrane in tekočin 
ter s stikom z mikroorganizmi iz okolja (Madigan in sod., 2015).  
 
Mikrobiota prebavnega trakta ima za človeka izjemen pomen, saj vrši mnoge fiziološke 
funkcije, ključne za normalen razvoj. Za nas energetsko učinkovito prebavlja zaužito hrano 
in sintetizira esencialne vitamine, kontrolira proliferacijo epitelijskih celic prebavnega 
trakta, skrbi za energijsko ravnotežje, ustrezen pH v telesnih votlinah, sodeluje pri razvoju 
imunskega sistema in nas brani pred kolonizacijo patogenov (Clemente in sod., 2012). 
Nedavne raziskave so dokazale vpliv mikrobiote na naše vedenje in značaj (Stearns in sod., 
2011).  
 
S strukturo mikrobiote prebavnega trakta smo se spoznali s tradicionalnimi metodami 
identifikacije mikroorganizmov s kultivacijo, s katerimi je bilo možno kultivirati le med 10 
in 30 % vse sedaj poznane mikrobiote prebavnega trakta (Wang in sod., 2015). Glavni 
razlog za omejeno poznavanje bakterijskih vrst je zahtevna kultivacija mikroorganizmov, 
ki so tesno odvisni od gostitelja in prilagojeni na rast in reprodukcijo v ekstremnih 
habitatih, kot sta izredno kislo okolje želodca in anoksične razmere v debelem črevesu. 
Znanje o človeškem mikrobiomu se je razširilo z razvojem tehnik identifikacije 
mikroorganizmov, ki niso odvisne od izolacije čiste kulture (Stearns in sod., 2011). S tako 
imenovanimi molekularnimi tehnikami smo mikrobno sestavo telesnih habitatov spoznali 
do vrste natančno.  
 
Večina (70 %) mikrobov prebavnega trakta kolonizira debelo črevo. Prebavni trakt 
odraslega posameznika vsebuje povprečno 1,5 kg biomase, sestavljene iz simbiotskih in 
komezalnih mikroorganizmov (Gill in sod., 2006). Gostota bakterijskih celic na gram 
fekalne mase je tudi do 10
14
, kar je 10-krat več celic, kot jih gradi naše telo. Vse 
bakterijske celice, ki kolonizirajo človeško telo, imenujemo mikrobiom, njihov skupni 
genom pa imenujemo metagenom, ki je sestavljen iz do 100-krat več različnih genov kot 
naš lasten genom (Qin in sod., 2010). 
 
Skupek simbiotskih mikroorganizmov prebavnega trakta predstavlja metabolno 
prilagodljiv in hitro obnovljiv ekosistem, ki se spreminja glede na gostiteljevo starost, 
prehranske navade in zdravstveni status (Jia in sod., 2008). 
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1.1 NAMEN MAGISTRSKEGA DELA 
 
Na področju mikrobiote prebavnega trakta je objavljenih že mnogo raziskav, vendar si 
podatki le-teh velikokrat nasprotujejo. Z magistrsko nalogo smo želeli z bioinformatsko 
analizo združenih podatkov iz več študij (tj. metaanalizo) ugotoviti razlike v deležih 
prisotnosti bakterijskih vrst glede na starostne skupine in življenjski slog preiskovancev, 
opredeliti vpliv razlik v analitskih pristopih med različnimi študijami na rezultate ter 
neodvisno preveriti ugotovitve, predstavljene v objavljenih člankih.  
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Zastavili smo si naslednje delovne hipoteze: 
 Mikrobiota prebavnega trakta dojenčkov se razlikuje od mikrobiote prebavnega 
trakta odraslih ljudi. 
 
 Življenjski slog posameznika ima na sestavo prebavne mikrobiote večji vpliv, kot 
ga ima genetika posameznika. 
 
 Vpliv bioloških parametrov na končno sliko o mikrobni sestavi prebavne cevi 
posameznika je večji od uporabljenih eksperimentalnih in analitskih metod. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
Na mikrobno sestavo prebavnega trakta vplivajo mnogi dejavniki. V prvi vrsti je sestava 
odvisna od lokacije vzorčenja v telesu preiskovanca. Alternacije v mikrobni sestavi se 
dogajajo na račun sprememb v življenjskih navadah posameznika – kako se ta prehranjuje 
ter v kakšnem okolju živi, in njegovega zdravstvenega statusa ter starosti. Določanje 
mikrobne sestave prebavnega trakta z modernimi molekularnimi tehnikami je razmeroma 
nov znanstveni pristop. Med študijami na tem področju so relativno majhni preseki v 
izbranih eksperimentalnih postopkih, saj ti niso standardizirani. Njihov vpliv moramo pri 
primerjavi rezultatov neodvisnih študij vzeti v obzir. 
 
2.1 METAGENOMIKA 
 
Metagenomika je direktna genska analiza velike večine genetskega materiala genomov 
nekega vzorca brez predhodne izolacije mikroorganizma. Z metagenomskimi metodami 
lahko vzorcu z naključnim sekvenciranjem celotnega genskega materiala določimo 
njegovo popolno sestavo (Madigan in sod., 2015). Najprej ekstrahiramo celotno DNA 
mikroorganizmov vzorca. Nato dolge molekule DNA naključno razrežemo na krajše 
odseke, ki jih sekvenciramo. Sekvence filtriramo, prekratke odstranimo iz vzorca, 
ohranimo le visokokvalitetne, ki omogočijo natančen genomski profil. Glede na 
prekrivanje v nukleotidni sestavi sekvenc sestavimo ujemajoče se konce v daljše genomske 
sekvence ali kontige. Z računalniškimi metodami prevedemo sestavljene kontige in 
anotiramo gene. Popolne sekvence računalniško analiziramo in na podlagi filogenetskega 
markerja 16S rRNA ali s primerjavo celotnega genoma z genomi že identificiranih vrst 
določimo vrstno sestavo nekega vzorca (Qin in sod., 2010). 
 
Glavni namen primerjalne metagenomike je povezati strukturo in spreminjanje mikrobiote 
skozi čas s človeško biologijo in patologijo. Metagenomika nam omogoča premik od 
golega opisovanja mikrobnih vrst na podlagi genov za 16S rRNA, ki so prisotni v humanih 
habitatih (Turnbaugh in sod., 2009), do  zastopanosti funkcionalnih genov, genetske 
informacije o katalizatorjih in encimih in sestavo evolucijskih profilov (Thomas in sod., 
2012). Velika prednost metagenomike je možnost, da raziščemo diverziteto in 
spreminjanje prebavne mikrobiote in povezavo le-te z zdravjem oziroma morebitnimi 
boleznimi preiskovancev (Qin in sod., 2010). Glavna pomanjkljivost metagenomike je 
tehnična zahtevnost, saj so za identifikacijo mikroorganizmov ključni zelo kakovostni 
fragmenti DNA. Za kakovostno izvajanje eksperimentalnega protokola sta nujna 
usposobljeno osebje in profesionalna oprema, kar dela metodo drago (Wang in sod., 2015).  
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2.1.1 16S rRNA  
 
Pri študijah bakterijske filogenije in sestave mikrobne združbe se najpogosteje uporablja 
genski marker 16S rRNA. Geni za malo podenoto ribosoma, to je 16S rRNA, so 
univerzalni marker, saj je podenota prisotna v vseh bakterijah in je gen dovolj velik za 
informativne namene, funkcija podenote pa se skozi čas ohranja. Z informacijo o genski 
sestavi te podenote lahko identificiramo rod in vrsto brez predhodne kultivacije in 
prepoznavanja morfoloških znakov. Do zapletov pri določanju rodu lahko pride, kadar 
poskušamo identificirati še nepoznano vrsto ali kadar različne vrste delijo enake ali zelo 
podobne sekvence, ki kodirajo 16S rRNA. Kljub temu je metoda natančna, saj lahko z njo 
določimo večino poznanih vrst. Dodaten problem so primerjave med posameznimi deli 
gena za16S rRNA, ki so bili pridobljeni v različnih študijah, ker se ne ujemajo popolnoma 
(Janda in Abbott, 2007). 
 
2.2 ANALITSKE METODE 
 
2.2.1 Ekstrakcija DNA 
 
S kultivacijskimi in konvencionalnimi biokemijskimi metodami smo lahko prepoznali le 
majhen delež sedaj znane mikrobiote prebavnega trakta. Identifikacija večine acidofilnih in 
anaerobnih mikroorganizmov z metodami kultivacije ni bila mogoča, pač pa so jo 
omogočile šele molekularne tehnike, ki temeljijo na pomnoževanju in analizi sekvenc 
DNA mikroorganizmov (Kennedy in sod., 2014).  
 
Za natančen vpogled v mikrobne združbe prebavnega trakta z molekularnimi tehnikami je 
prvi korak ustrezna ekstrakcija nukleinskih kislin, ki omogoči pridobivanje kakovostne 
DNA. Na trgu je dostopnih veliko cenovno ugodnih in uporabnikom prijaznih 
komercialnih kompletov reagentov (kitov) za ekstrakcijo DNA iz vzorca fecesa. Od 
izbrane ekstrakcijske metode je odvisna končna koncentracija in čistost DNA, kar vpliva 
na uspešnost PCR pomnoževanja in sekvenciranja. Ekstrakcija je odvisna tudi od 
heterogenosti razporeditve mikrobov v vzorcu ter od pritrditve mikrobov na delce vzorca. 
Mnoge študije so se lotile proučevanja učinkovitosti ekstrakcijskih metod, vendar konsenz 
o najučinkovitejši metodi še ni bil dosežen. Potreben je razvoj natančne in ponovljive 
metode ekstrakcije DNA, ki bi jo lahko standardizirali in se tako izognili napakam in 
odstopanjem v rezultatih različnih študij (Wagner Mackenzie in sod., 2015). Z različnimi 
metodami ekstrakcije namreč pridobimo različne sekvence, posledično pa določimo 
različno sestavo bakterijske združbe. Leta 2015 so Hart in sod. primerjali rezultate 
raziskovanja mikrobnih združb v vzorcih DNA, pridobljenih iz istega vzorca fecesa z 
različnimi metodami ekstrakcije. Ugotovili so, da so si profili mikrobnih združb na nivoju 
pogostih vrst ne glede na uporabljeno metodo ekstrakcije izjemno podobni, vendar pa 
rezultati variirajo na nivoju manj pogostih vrst. V študiji leta 2015 so s primerjavo petih 
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najpogostejših ekstrakcijskih metod DNA ugotovili, da je ekstrakcija s fenolom in 
kloroformom najbolj učinkovita in donosna, vendar tudi najbolj časovno zamudna in 
podvržena vplivom človeškega faktorja (Wagner Mackenzie in sod., 2015).  
 
2.2.2 Tehnike sekvenciranja 
 
Z vedno obsežnejšimi analitskimi platformami in nižjimi stroški sekvenciranja DNA so 
genomske analize dostopne tudi manjšim laboratorijem in posameznim raziskovalcem. 
Protokoli za ustvarjanje knjižnic sekvenc so načeloma univerzalni in s tem rezultati o 
genski sestavi uniformirani, kar naj bi omogočilo primerljive podatke med neodvisnimi 
študijami. Razlike nastopijo v količini začetne DNA, obsegu fragmentacije in uporabi 
različnih linkerjev (Ji in Shendure, 2008). Tri najpogostejše tehnike sekvenciranja so 
sekvenciranje po Sangerju, sekvenciranje s PCR pomnoženih genov za 16S rRNA in 
neposredno sekvenciranje DNA iz  okoljskih vzorcev s t. i. »shotgun« pristopom (Meyer in 
sod., 2008). Vsem metodam je skupno sestavljanje pridobljenih sekvenc v daljše fragmente 
ali kontige ter njihovo združevanje v skupine, ki naj bi predstavljale potencialni genom ali 
genome podobnih si organizmov. Anotacija metagenomov poteka v dveh korakih, v 
katerih najprej gene identificiramo, nato pa DNA sekvence na podlagi referenčnih 
metagenomov anotiramo, kar pomeni, da jih opišemo na podlagi podatkov o njihovem 
produktu. Sestavljanje sekvenc in njihova klasifikacija sta odvisna od velikosti fragmentov, 
uporabljenega analitskega programa in njegovih nastavitev ter podatkovnih baz (Thomas in 
sod., 2012). 
 
2.2.2.1 Sekvenciranje po Sangerju ali dideoksi sekvenciranje 
 
Metoda sekvenciranja po Sangerju je od odkritja leta 1977 ostala nespremenjena. Temelji 
na sintezi komplementarne verige DNA z dodajanjem deoksinukleotidov (dNTP) in 
dideoksinuklotidov (ddNTP) ob prisotnosti DNA polimeraze (Morozova in Marra, 2008). 
Metoda po Sangerju je polavtomatska metoda, ki poteka v cikličnih postopkih. Vsak 
fragment DNA iz vzorca najprej denaturiramo in mu dodamo t. i. linker, ki ga nato 
podaljšujemo z dodajanjem dNTP. Zadnji se doda fluorescenčno označen ddNTP, ki služi 
kot nereverzibilni terminator sinteze nove verige in zaključi polimerizacijo posameznega 
fragmenta. Zaporednemu dodajanju nukleotidov sproti sledimo, nato pa fragmente ločimo 
z elektroforezo na poliakrilamidnem gel (Ji in Shendure, 2008). 
 
Sodobnejši način sekvenciranja po Sangerju uporablja 4 nukleotidne terminatorje, 
obarvane z različnimi fluorescentnimi barvili. Sestavljene verige ločujemo s hitrejšo 
kapilarno gelsko elektroforezo. Proizvedene sekvence primerjamo s tistimi iz baze 
podatkov in določimo mikrobne vrste. Metoda po Sangerju proizvede malo napak, vendar 
pa je glede na majhen izkupiček med najdražjimi metodami (Morozova in Marra, 2008). 
 
6 
Bajuk J. Mataanaliza podatkov o humani mikrobioti.  
   Mag. delo (Du2), Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
 
2.2.2.2 Sekvenciranje s tehnologijo Illumina ali Solexa  
 
Pri tehnologiji sekvenciranja z aparati Illumina/Solexa naključno razrezane fragmente 
DNA ali specifične PCR pomnožke iz vzorca najprej imobiliziramo na trdno površino. Na 
njej poteka pomnoževanje fragmentov DNA s PCR. Sledi proces sekvenciranja s sintezo 
DNA, za kar uporabljamo reverzibilne terminatorje. Tako nastanejo gruče identičnih 
kratkih DNA segmentov na trdni površini. Zaporedja segmentov nato sestavimo v daljše 
kontige, ki jih analiziramo in anotiramo s primerjavo s sekvencami iz predhodnih raziskav, 
na podlagi katerih določimo vrsto.  
 
Sekvenciranje Illumina/Solexa omogoča tudi zaznavanje kratkih in zelo redkih sekvenc iz 
vzorca. Ta lastnost jo dela odlično za globalno karakterizacijo ekološko kompleksnih 
okolij, kot je mikrobiota prebavnega trakta (Stearns in sod., 2011). 
 
2.2.2.3 Pirosekvenciranje s tehnologijo 454 Life Sciences (Roche)  
 
Pirosekvenciranje s tehnologijo 454 Life Sciences (Roche) temelji na klonskem 
pomnoževanju DNA fragmentov s PCR. Ti so pritrjeni na mikroskopske kroglice, 
deponirane v luknjicah na pikotitrski plošči. Na kroglicah poteka proces pirosekvenciranja, 
ki vključuje zaporedno dodajanje vseh 4 deoksinukleotidnih trifosfatov (dNTP), združenih 
z DNA polimerazo. Vsaka reakcija polimerizacije sprosti pirofosfat, ki se z encimsko 
reakcijo spremeni v žarek svetlobe. Svetloba, ki jo zazna posebna kamero, se pretvori v 
sekvenco. Sekvenciranje je hitro, z malo napakami, s fragmenti, velikimi do 400 bp  
(Thomas in sod., 2012).  
 
2.2.3 Multivariatna analiza ali analiza več spremenljivk 
 
S skokovitim razvojem tehnik sekvenciranja naslednje generacije je omogočeno natančno 
raziskovanje metagenomov različnih habitatov v različnih časovnih obdobjih. Povezovanje 
tega znanja z vplivi okoljskih dejavnikov omogoča poglobljeno razumevanje spreminjanja 
humane mikrobiote. Na kompleksna ekološka vprašanja odgovarjamo z multivariatnimi 
statističnimi analizami, ki izkoriščajo širok spekter statističnih tehnik za obdelavo 
večdimenzionalnih setov podatkov in razumevanje odvisnosti med njimi. Z uporabo 
multivariatne analize lahko pridemo do celovitega razumevanja mikrobne ekologije in 
sistematike. Pred multivariatno analizo je nujna obdelava podatkov na način, da jih lahko 
med sabo primerjamo (Buttigieg in Ramette, 2014). Zanimive so predvsem raziskave o 
tem, kako se opazovana diverziteta spreminja v odvisnosti od okoljskih dejavnikov ter v 
kakšni meri lahko sami vplivamo na sestavo mikrobne združbe, predvsem na razvoj 
patogenov in nam koristnih mikroorganizmov. 
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2.2.3.1 Priprava podatkov 
 
Predhodna obdelava in urejanje surovih podatkov je nujno pred vsako analizo, pri kateri  
upoštevamo vpliv več spremenljivk. Pri analizi podatkov z več spremenljivkami moramo 
podatke najprej smiselno urediti. Najboljši način je njihova razvrstitev v obliki 
preglednice, kjer v vrste vnesemo posamezne subjekte, v našem primeru metagenome 
preiskovancev, v stolpce pa izmerjene spremenljivke: sestava mikrobne združbe, 
metodologija in biološki parametri preiskovancev. Taka ureditev podatkov je ključna za 
identifikacijo podobnosti med metagenomi ter za ugotavljanje povezav med metagenomi in 
parametri.  
 
Ker so v preglednici z več spremenljivkami podatki različno predstavljeni (binarno, 
numerično, kvantitativno ali kvalitativno), moramo podatke predhodno transformirati in 
urediti tako, da so medsebojno primerljivi in pripravljeni za nadaljnje analize. Opisne 
spremenljivke je treba numerizirati, sete podatkov, kjer se posamezne spremenljivke 
močno razlikujejo, pa normalizirati. Z normalizacijo podatke preuredimo tako, da je 
njihova porazdelitev kar se da podobna normalni porazdelitvi. S transformacijo 
zagotovimo, da so vsi podatki lahko obdelani na enak način (Ramette, 2007). 
 
2.2.3.2 Vizualizacija setov podatkov 
 
Za primerjavo podobnosti metagenomov in vplivov številnih okoljskih parametrov smo 
izbrali nemetrično večdimenzionalno lestvičenje (Non-Metric Multidimensional Scaling ali 
NM-MDS), s katerim je mogoče prikazati odklone in podobnosti med metagenomi ter 
grupirati metagenome v odvisnosti od eksperimentalnih in bioloških spremenljivk. NM-
MDS uporabljamo za posredne analize, s katerimi pridobimo ordinacijo. Tako 
večdimenzionalne podatke obravnavamo v prostoru s čim manj dimenzijami. Pri NM-
MDS je na dvodimenzionalnem grafu razdalja med posameznimi metagenomi odraz 
njihove podobnosti – bližje kot so, bolj so si podobni. Omenjena tehnika za grupiranje 
uporablja algoritem, ki določa razdalje med objekti in te razdalje uporabi za mapiranje 
objektov na dvodimenzionalni graf. Pri postopku redukcije dimenzionalnosti prihaja do 
razkoraka med originalnimi in predstavljenimi podatki. Kot mera za razhajanje se 
uporablja napetost (angl. stress).  
 
Za vsako analizo NM-MDS opravimo pregled kakovosti oziroma verodostojnosti podatkov 
s funkcijo Shepardov diagram (angl. Shepard plot). Ta izriše graf, ki nam pove, kako dobro 
NM-MDS odraža dejanske razlike med vzorci.  
 
NM-MDS nam razkrije vzorce grupiranja metagenomov iz različnih setov podatkov, 
vendar je sama interpretacija rezultatov odvisna od raziskovalčeve hipoteze in znanja o 
ekološki situaciji (Buttigieg in Ramette, 2014). 
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2.3 BIOLOŠKI DEJAVNIKI 
 
2.3.1 Telesni biohabitat 
 
Bakterijska raznolikost vzdolž prebavnega ni enotna, temveč specifična glede na organ v 
telesu. S poznavanjem bakterijske združbe posameznih telesnih delov in njenim 
spreminjanjem skozi čas ter v odvisnosti od zdravstvenega stanja preiskovanca lahko 
ugotavljamo vpliv diverzitete na razvoj bolezenskih stanj. Dokazano je, da je mikrobna 
raznolikost večja med posamezniki kot pa med posameznimi mesti vzorčenja pri enem 
preiskovancu. Ta razlika je  očitnejša na nižjih taksonomskih nivojih, medtem ko so si 
vzorci na višjih taksonomskih nivojih  podobnejši (Stearns in sod., 2011). Vrstna pestrost 
mikrobiote je največja v ustni votlini, najmanjša pa v želodcu (Costello in sod., 2009). 
 
2.3.1.1 Oralna mikrobiota 
 
V ustni votlini so identificirali kar 600 vrst (Mueller in sod., 2006) iz 19 različnih debel, od 
katerih je 5 predominantnih. To so Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, 
Fusobacteria in Proteobacteria (Stearns in sod., 2011). Ustna votlina predstavlja 
kompleksen heterogen mikrobni habitat. Sestavljajo jo mikrohabitati zob in dlesni, jezika, 
sline in preostanka ustne votline. Slina je sestavljena iz vode in hranil, ki omogočajo rast 
mikroorganizmov, vendar pa slina vsebuje tudi protibakterijske snovi, kot so encimi za 
razgradnjo bakterijske celične stene, ki onemogočajo bakterijsko razrast. Slina torej ni 
idealni rastni habitat, vseeno pa z raztopljenimi hranili omogoča rast mikroorganizmov na 
zobnih površinah. Primerne razmere ustvarijo predvsem glikoproteini iz sline, ki na zobni 
površini tvorijo tanek organski film in omogočijo primarno bakterijsko adhezijo. Že s 
pritrditvijo ene same bakterijske celice se ustvarijo pogoji za začetek kolonizacije. Ustvari 
se biofilm mešanih kultur, ki načeloma ni zdravju škodljiv. Z neustrezno ustno higieno in 
preveliko konzumacijo sladkorja se razrasteta bakterijski vrsti Streptococcus (S.) mutans in 
S. sobrinus, ki sta povzročiteljici zobnega kariesa. Kar 80–90 % Evropejcev in prebivalcev 
ZDA je okuženih s S. mutans in trpi zaradi kariesa, medtem ko se pri otrocih iz Tanzanije, 
ki v svoji prehrani ne uporabljajo sladkorja,  to bolezensko stanje ne pojavlja.  
 
V prvem letu posameznikovega življenja ustno votlino kolonizirajo le aerotolerantni 
anaerobi, kot so bakterije iz rodov Streptococcus in Lactobacillus. S pojavom zob se v 
zobnih votlinah na račun porabe kisika s strani fakultativnih bakterij ustvari anoksično 
mikrookolje, ki omogoča razrast striktnih anaerobov (Madigan in sod., 2015). 
 
V študiji leta 2012 so znanstveniki s primerjavo več kot 200 vzorcev oralne mikrobiote 
ugotovili, da je ta ekološko zelo bogata, vendar pa so preiskovanci v populaciji delili 
podobne mikroorganizme (Muelller in sod., 2006).  
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Oralna mikrobiota ima na človekovo zdravstveno stanje izjemen vpliv. Obstaja vedno več 
dokazov o povezavi oralne mikrobiote z razvojem sistemskih bolezni, kot so srčno-žilne 
bolezni, diabetes in pljučnica (Dewhirst in sod., 2010). 
 
2.3.1.2 Želodčna mikrobiota 
 
Pred razvojem molekularnih tehnik sekvenciranja je bila stroka prepričana, da je vsebina 
želodca popolnoma sterilna, saj s tradicionalnimi tehnikami kultivacije niso uspeli najti 
nobene bakterijske vrste (Madigan in sod., 2015). S sodobnimi tehnikami sekvenciranja 
genov za podenoto 16S rRNA so odkrili, da so v želodcu prisotni predstavniki vseh 
bakterijskih debel, ki se pojavljajo v vseh ostalih mikrohabitatih prebavnega trakta, vendar 
ne tudi vseh  rodov (Stearns in sod., 2011). Razlog za manjšo bakterijsko pestrost so 
ekstremni življenjski pogoji v notranjosti želodca. Ta je v glavnem sestavljena iz želodčne 
kisline in protimikrobnih dejavnikov, ki onemogočajo rast mikroorganizmov.  
 
Bakterijske populacije v želodcu se med posamezniki močno razlikujejo, vendar pa so 
povsod prisotne po Gramu pozitivne bakterije Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, 
Actinobacteria in Fusobacteria. Najpogostejši patogen v želodcu je Helicobacter pylori, 
povzročitelj gastritisa in drugih želodčnih bolezni (Madigan in sod., 2015). Navzočnost te 
vrste sicer še ni zagotovilo za razvoj bolezni. V študiji leta 2006 so prvič odkrili zanimive 
bakterijske predstavnike debla Deinococcus, značilnega za ekstremna okolja, kot so 
odlagalna mesta radioaktivnih odpadkov in vrelci (Bik in sod., 2006). 
 
2.3.1.3 Črevesna mikrobiota in feces 
 
Tanko in debelo črevo sta zaradi raznolikih in ugodnih življenjskih razmer mikrobno 
izredno pestra. Začetek tankega črevesa je zaradi bližine želodca relativno kisel in za 
mikrobno rast neprimeren habitat. Tu je mikrobna sestava podobna tisti v želodcu. Ko se 
bližamo debelemu črevesu, je vsebina prebavne cevi vedno manj kisla in bolj bogata s 
hranili, kar omogoča bakterijsko rast. V debelem črevesu habitat preide iz oksičnega v 
anoksično, kar omogoča rast le striktnim anaerobom (Madigan in sod., 2015). Večina 
bakterij je tu pritrjena na sluznico debelega črevesa. Sprva so raziskovalci verjeli, da so 
bakterije enakomerno razporejene po celotni dolžini debelega črevesa, vendar pa so v 
raziskavi leta 2006 ugotovili, da je razporeditev mikroorganizmov heterogena in so 
bakterije krpasto razporejene (Eckburg in sod., 2005). V sluznici sta najpogostejši debli 
Bacteriodetes in Firmicutes, sledijo bakterije debel Proteobacteria in Fusobacteria. 
Najpogostejši predstavniki so prisotni pri večini ljudi, raznolikost je večja na nivoju manj 
pogostih mikroorganizmov. 
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V študiji leta 2011 so odkrili, da so v mukusu debelega črevesa in ustne votline podobne 
bakterijske vrste, vendar pa te niso prisotne v fecesu (Stearns in sod., 2011). Fekalna 
mikrobiota namreč predstavlja skupek bakterij, ki se odlepijo iz črevesnega epitelija, in 
tistih, ki nanj niso pritrjene in predstavljajo vsebino debelega črevesa in kasneje fecesa 
(Eckburg in sod., 2005). Leta 2015 so s primerjavo vzorcev iz kokošjega prebavnega trakta 
in vzorcev fecesa ugotovili, da je vrstno ujemanje v obeh vzorcih kar 88,55-odstotno. Pri 
interpretaciji rezultatov moramo biti pozorni na dejstvo, da se rezultati ujemajo le v 
kvalitativnih podobnostih. To pomeni, da so rezultati točni glede prisotnosti določenih vrst, 
ne pa tudi njihovih razmerij na obeh mestih vzorčenja. Mikrobiota fecesa je kvalitativno 
podobna tisti iz vsebine debelega črevesa, vendar kvantitativno različna. Sklepamo lahko, 
da z analizo mikrobne sestave fecesa ustrezno predstavimo vrstno sestavo črevesne 
mikrobiote. To je analitska prednost, saj je odvzem vzorca fecesa bistveno manj invazivna 
metoda kot odvzem vzorca neposredno iz črevesja preiskovanca (Stanley in sod., 2015).  
 
2.3.2 Način rojstva in staranje 
 
Zdrav človeški zarodek v maternici raste in se razvija v skoraj sterilnem okolju. V 
raziskavi leta 2014 so Aagaard in sod. ugotovili, da je placenta specifičen mikrohabitat, ki 
ga kolonizirajo nepatogene priskledniške bakterije debel Firmicutes, Tenericutes, 
Proteobacteria, Bacteroidetes in Fusobacteria (Aagaard in sod., 2014). Med rojstvom 
oziroma takoj po njem pa se prične primarna kolonizacija vseh humanih habitatov z 
mikroorganizmi iz okolja. Biološke matere imajo edinstveno vlogo pri prenosu začetnega 
bakterijskega inokuluma na svoje dojenčke že med rojstvom in takoj po njem (Yatsunenko 
in sod., 2012). V številnih raziskavah so ugotovili, da je sestava primarne mikrobiote 
prebavnega trakta novorojenčka odvisna od načina poroda (Dominiguez-Bello in sod., 
2010; Palmer in sod., 2007; Tamburini in sod., 2016). Pri vaginalnem porodu pride 
novorojenček v stik z vaginalno in fekalno mikrobioto matere, kar vpliva na sestavo 
novorojenčkove mikrobiote prebavnega trakta. Pri vaginalnem načinu rojstva prevladujejo 
rodovi Lactobacillus, Prevotella in Sneathia. Pri carskem rezu pride novorojenček najprej 
v stik z mikrobi iz materine kože in neposrednega okolja. Navadno prevladujejo rodovi 
Staphylococcus, Corynebacterium in Propionibacterium. Dokazano je, da so dojenčki, ki 
so bili rojeni s carskim rezom, dovzetnejši za kasnejšo kolonizacijo z nekaterimi patogeni, 
najbolj pogosta je infekcija s Staphylococcus aureus. Pri dojenčkih, rojenih s carskim 
rezom, pride do zapoznele kolonizacije prebavnega trakta z rodovi Lactobacillus, 
Bifidobacterium in Bacteroides, kar ima lahko dolgoročne posledice na delovaje 
imunskega sistema in prebavnega trakta. Znanstveniki še ugotavljajo, kako primarna 
mikrobiota vpliva na predispozicijo za razvoj določenih bolezni kasneje v življenju, kot so 
alergije, astma, diabetes tipa 1, juvenilni artritis, debelost in levkemija (Dominguez-Bello 
in sod., 2010; Langdon in sod., 2016; Tamburini in sod., 2016).  
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Le peščica mikrobov, katerim je novorojenček sprva izpostavljen, bo permanentno 
kolonizirala njegovo telo. Večinske aerobne bakterije v začetkih življenja postopoma 
zamenjajo striktni anaerobi (Dominguez-Bello in sod., 2010). Mikrobiota dojenčkov se 
prilagaja spremembam v prehranjevalnih navadah dojenčka in je prva leta še nestabilna in 
zelo dinamična (Kurokawa in sod., 2007). Filogenetska sestava bakterijske združbe se s 
prehodom s tekoče hrane na prehrano odraslih ljudi v približno treh letih življenja razvije v 
zrelo, torej v tako, kot jo imajo odrasli ljudje (Yatsunenko in sod., 2012). Bakterijska 
diverziteta z leti narašča, potem pa je ta od adolescence dalje relativno stabilna. 
Raznolikost v mikrobni sestavi je mnogo večja pri dojenčkih kot pa pri odraslih (Costello 
in sod., 2009). Mikrobiota odraslih predstavnikov je bolj kompleksna v vrstni sestavi kot 
dojenčkova, vendar veliko bolj podobna med posamezniki (Kurokawa in sod., 2007). 
 
Pri zdravih odraslih posameznikih 80 % prepoznane mikrobiote prebavnega trakta 
sestavljajo predstavniki 3 prevladujočih debel: Bacteriodetes, Firmicutes in 
Actinobacteria. Dominantne anaerobne bakterije pripadajo rodovom Bacteroides, 
Eubacterium, Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Ruminococcus, Clostridium in 
Propionibacterium, ter manj prisotne Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, 
Fusobacterium, Desulfovibrio in Methanobrevibacter (Mariat in sod., 2009). 
 
Pri ljudeh, starejših od 60 let, pride do spremembe v razmerju deležev med debloma 
Firmicutes in Bacteroidetes. Pri dojenčkih je razmerje med njima 0,4, pri odraslih 10,9 in 
pri starejših od 60 let 0,6. Pri slednjih opazimo zmanjšanje relativnih deležev koristnih 
priskledniških anaerobov Bacteroides, Bifidobacterium in Lactobacillus (Mariat in sod., 
2009) ter povečanje skupin Clostridium (Claesson in sod., 2011). Pri starostnikih pride do 
generalnega zmanjšanja mikrobne raznolikosti, predvsem zaradi sprememb v prebavni 
fiziologiji, upočasnjenosti telesnih funkcij in pogostejšem uživanju antibiotikov (Mariat in 
sod., 2009). 
 
2.3.3 Življenjske navade – lokacija bivanja in način prehranjevanja 
 
Vpliv prehrane posameznika na spreminjaje mikrobiote prebavnega trakta je zaradi 
potencialno uporabnih dognanj zanimiva raziskovalna tema. Vpliv prehrane na mikrobno 
sestavo je opazen že pri dojenčkih. V študiji iz leta 2007 so Palmer in sod. ugotovili, da je 
mikrobna raznolikost pri dojenčkih, hranjenih z materinim mlekom, večja kot pri 
dojenčkih, hranjenih s formulo. Pri prvih so opazili večjo zastopanost rodu  
Bifidobacterium, ki s svojimi encimi razgrajuje oligosaharide iz materinega mleka ter 
sprošča protivnetne substance v otrokov prebavni trakt. Leta 2016 so Tamburini in sod. 
ugotovili, da ima dojenje številne pozitivne učinke za otroka, saj poveča odpornost proti 
infekcijam ter zmanjša verjetnost alergij in debelosti kasneje v življenju. 
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Italijanski raziskovalci so se leta 2010 lotili obsežne študije, v kateri so primerjali sestavo 
mikrobiote prebavnega trakta evropskih otrok z otroki iz Afrike (De Filippo in sod., 2010). 
Opazili so velike razlike med skupinama. Pri otrocih iz Afrike so opazili obogatena 
bakterijska debla Bacteroidetes in Actinobacteria ter zmanjšanje števila bakterij debla 
Firmicutes, vendar s povečano številčnostjo rodov Prevotella in Xylanibacter. Slednja 
vsebujeta gene za razgradnjo celuloze, ki je zaradi pretežno rastlinske prehrane 
vsakodnevno prisotna pri afriških otrocih. Rodova Prevotella in Xylanibacter sta 
popolnoma odsotna pri otrocih iz Evrope. Pri njih so opazili povečano prisotnost rodov 
Shigella in Escherichia. Glavni razlog za razlike v mikrobni sestavi prebavnega trakta 
afriških in evropskih otrok so velike razlike v prehranskih in življenjskih navadah obeh 
raziskovanih skupin. Prehrana otrok s podeželskega območja Afrike je pretežno rastlinska 
in bogata z vlakninami, medtem ko pri Evropejcih prevladuje t. i. zahodnjaška  dieta (angl. 
»western« diet)  z velikim deležem živalskih maščob in sladkorjev (De Filippo in sod., 
2010).  
 
Podobne sklepe o sestavi mikrobiote prebavnega trakta so leta 2012 predstavili tudi 
Yatsunenko in sod. Ugotovili so, da so mikrobiote prebavnega trakta ljudi iz manj razvitih 
držav (Venezuela, Malawi) po sestavi bolj podobne med sabo in se bistveno razlikujejo od 
mikrobiote ljudi iz razvitih držav (ZDA). Ugotovili so tudi, da je mikrobiota odraslih ljudi 
iz ZDA manj raznolika v primerjavi s tisto pri populacijah iz manj razvitih držav. 
 
V raziskavi iz leta 2007 so opazili jasno razliko med mikrobno sestavo japonskih in 
ameriških otrok, predvsem v zastopanosti rodu Bacteroides Vzorci iz Amerike so imeli 
predvsem zaradi prehrane, polne maščob in sladkorjev, bistveno nižje relativne deleže rodu 
Bacteroides, kar ima lahko negativne učinke na človekovo zdravje (Kurokawa in sod., 
2007). Bakterijski rod Bacteroides je namreč za črevesno ravnovesje izjemno pomemben, 
saj s kompleksnimi sistemi zaznava dostopnost hranil in se le-tej prilagaja.  Vsebuje tudi 
sisteme, s katerimi izloča zaužite toksine ter vpliva na imunski sistem gostitelja (Wexler, 
2007). Raziskava iz leta 2011 je pokazala, da se pri spremembi prehrane iz rastlinske na 
takšno, ki je nasičena z maščobami in sladkorjem, mikrobiota prebavnega trakta prilagodi 
že v enem dnevu (Wu in sod., 2011). Do istih ugotovitev so prišli leta 2014 v raziskavi na 
laboratorijskih miših. Večji vpliv na spremembo v mikrobni sestavi je imela prehrana, 
bogata z živalskimi produkti kot pa rastlinska prehrana (David in sod., 2014). 
 
Prehrana, bogata z vlakninami, ter izpostavljenost raznolikim mikrobom iz okolja 
omogočata boljšo rast potencialno koristnim mikrobom, ki bogatijo človeški mikrobiom. V 
vzorcih iz razvitih držav opažajo zmanjšanje mikrobne pestrosti, ki je najverjetneje ena 
izmed posledic globalizacije in generične prehrane. Poenostavitev mikrobiote prebavnega 
trakta poveča možnost za bolezni prebavnega trakta, saj je genetski bazen (angl. genetic 
pool) oslabljen, kar se odraža v večji dovzetnosti za razrast patogenov in z njimi 
povezanimi bolezenskimi stanji (De Filippo in sod., 2010).  
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Zanimivi so tudi izsledki raziskav ljudi z antropozofičnim stilom življenja. Ljudje, ki 
sledijo antropozofiji, navadno rojevajo svoje otroke doma, jedo veliko fermentirane 
zelenjave, ne uporabljajo antibiotikov in cepiv, prehranjujejo se vegetarijansko, verjamejo 
v daljše obdobje dojenja. Znanstveno dokazano je, da njihov življenjski stil zmanjša 
dovzetnost za alergijske reakcije (Hesla in sod., 2014). 
 
Ne glede na velike razlike v življenjskih navadah, prehrani in izpostavljenosti različnim 
okoljskim dejavnikom, je mikrobiota prebavnega trakta pri vseh preiskovancih sestavljena 
le iz nekaterih debel obširnega bakterijskega sveta. Kljub raznolikosti in dinamičnemu 
spreminjanju mikrobiote v prvih mesecih življenja, ko je začetna mikrobiota nestabilna in 
še slabo prilagojena na unikaten habitat v črevesju, si mikrobne združbe sčasoma postajajo 
vedno bolj podobne in se razvijajo h generičnemu mikrobiomu odraslih ljudi. Razlog tiči v 
koevoluciji gostitelja in mikrobioma, ki sta medsebojno odvisna in se dopolnjujeta 
(Tamburini in sod., 2016). 
 
2.3.4 Antibiotiki 
 
Antibiotiki so zdravila, ki zdravijo bakterijske okužbe tako, da zavirajo rast bakterij in 
povzročajo njihov propad. Vedno pogosteje se z antibiotiki zdravijo že dojenčki, predvsem 
tisti, ki so bili rojeni prezgodaj. Pri teh otrocih je večja verjetnost, da bodo oboleli za 
astmo, alergijami na mleko, diabetesom tipa 2 in debelostjo, kot pri tistih, ki niso bili 
deležni zdravljenja z antibiotiki (Tamburini in sod., 2016). Uporaba antibiotikov povzroči 
zmanjšanje bakterijske gostote in raznolikosti (Palmer in sod., 2007), poruši se struktura 
normalne in funkcionalne mikrobiote prebavnega trakta, kar povzroči tekoče blato in 
diarejo (Madigan in sod., 2015). Pri zdravljenju z antibiotiki pride do zmanjšane 
odpornosti na kolonizacijo vseh bakterij, torej je omogočena rast tudi nekoristnim in 
škodljivim bakterijskim vrstam, ki lahko povzročijo stres ali celo nastanek bolezni 
(Clemente in sod., 2012). Zdravljenje z antibiotiki povzroči spremembe v ravnotežju med 
bakterijami, virusi in glivami. Pride lahko do povečanja  prisotnosti gliv prebavnega trakta, 
kot je Candida albicans, kar lahko privede do alergičnih reakcij (Tamburini in sod., 2016). 
Mikrobna sestava se po koncu zdravljenja z antibiotiki spremeni nazaj v tisto pred 
zdravljenjem, vendar nikoli več popolnoma (Turnbaugh in sod., 2010). Spremenjena 
sestava v mikrobioti prebavnega trakta lahko vodi do številnih zdravstvenih problemov, saj 
je oslabljena presnova nutrientov, produkcija vitaminov ter obramba pred patogeni 
(Langdon in sod., 2016). Pri pretirani rabi antibiotikov pride v mikrobiomu do povečanja 
genov, odpornih na antibiotike, kar posledično lahko vodi do povečanja števila patogenov, 
odpornih na antibiotike (Clemente in sod., 2012).  
 
  
14 
Bajuk J. Mataanaliza podatkov o humani mikrobioti.  
   Mag. delo (Du2), Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
 
2.3.5 Genetika 
 
Na strukturo mikrobiote prebavnega trakta vplivajo mnogi dejavniki. Glede na to, da 
humana mikrobiota pri preiskovancih močno variira in ni identična niti pri dveh 
posameznikih, lahko predvidevamo, da ima na mikrobno sestavo vpliv tudi genetski zapis 
posameznika. Za raziskovanje vpliva genetike so najprimernejši in najenostavnejši 
eksperimentalni subjekti pari enojajčnih dvojčkov, saj imajo ti popolnoma identičen 
genetski zapis in lahko pri raziskavah njegov vpliv zanemarimo. V študiji leta 2010 so 
Turnbaugh in sod. primerjali vrstno sestavo mikrobiote prebavnega trakta para enojajčnih 
dvojčkov, ki sta si kljub identični genetski sestavi in podobnim življenjskim navadam 
delila le 17 % vseh mikrobnih vrst. Yatsunenko in sod. (2012) pa so ugotovili, da si 
mikrobiota enojajčnih dvojčkov v primerjavi z ostalimi preiskovanci iste starosti in 
podobnih življenjskih navad ni bistveno bolj podobna.  
 
V študiji iz leta 2015 so Carmody in sod. v poskusih na petih različicah gensko 
modificiranih laboratorijskih miših ugotovili, da se mikrobiota prebavnega trakta spreminja 
izključno glede na način prehranjevanja in ne glede na genetsko podlago miši. Kljub temu 
da so mišim odstranili specifične gene, nujne za interakcijo gostitelja in bakterije, se je 
mikrobiota v vseh primerih spreminjala v odvisnosti od načina prehranjevanja. V vseh 
eksperimentih se je mikrobiota prilagodila prehrani z visoko vsebnostjo maščob in 
sladkorja, ne glede na razlike v genotipu gostitelja. Mikrobiota prebavnega trakta se je na 
nov način prehranjevanja s specifičnimi bakterijskimi vrstami spremenila v povprečno treh 
dneh in pol. Iz teh rezultatov lahko zaključimo, da ima dominantno vlogo pri oblikovanju 
vrstne sestave mikrobiote okoljski dejavnik, natančneje način prehranjevanja, in ne 
genetika preiskovanca (Carmody in sod., 2015).  
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3 METODE 
 
3.1 METAANALIZA 
 
Metaanaliza je znanstvena metoda, v kateri združujemo rezultate več že izvedenih in med 
seboj primerljivih znanstvenih raziskav in jih s statističnimi prijemi analiziramo tako, da 
pridemo do novih ugotovitev. V naši študiji smo med sabo primerjali metagenomske 
sekvence iz različnih raziskav. Za uspešno metaanalizo je nujna jasna določitev hipotez 
pred samim začetkom, saj te določajo delovni okvir raziskave. Več kot je na voljo 
relevantnih raziskav, bolj verodostojni bodo rezultati in končne ugotovitve. Verodostojnost 
analize je odvisna od uporabe statističnih metod oziroma od kakovosti sistematičnega 
pregleda. Pri metaanalizi moramo biti pozorni, da izberemo študije, relevantne za 
zastavljeno znanstveno vprašanje. Prav tako moramo podatke iz različnih študij 
uniformirati in upoštevati variabilnost pri interpretaciji rezultatov. Navadno se v 
metaanalizi upošteva vsa aktualna relevantna literatura in znanje o temi, ki jo raziskujemo 
(Haidich, 2010). To v našem primeru, v katerem  smo se lotili primerjave metagenomov 
mikrobiote prebavnega trakta, ni realno pričakovati, saj je količina podatkov preobširna. 
Prav tako večina avtorjev člankov, prenesenih s portala NCBI ali Nature, ne deli podatkov 
o sekvencah, uporabljenih v raziskavah. Omejili smo se na študije, prosto dostopne na 
strežniku MG-RAST, ki omogočijo dostop do metapodatkov. Najprej smo s ključnimi 
besedami, kot so »gut microbiota«, »human microbiome«, »gut patient« … poiskali 
članke, relevantne za izbran raziskovalni problem. Metagenome, ustrezne iskalnemu 
profilu, smo prenesli s strežnika MG-RAST, jih uredili v analitski format in analizirali s 
programom PAST. S številnimi analitskimi funkcijami, ki jih program omogoča, smo 
lahko ovrednotili razlike med analitskimi postopki pridobivanja sekvenc in biološkimi 
lastnostmi preiskovancev.  
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Slika 1: Shema eksperimenta 
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3.2 Strežnik MG-RAST 
 
Strežnik MG-RAST je spletna analitska platforma, ki omogoča kvantitativni pregled 
metagenomov izbrane mikrobne združbe. Primarno je strežnik namenjen raziskovalcem, da 
na medmrežje naložijo svoje prokariontske metagenomske sekvence v »fastq«, »fasta« ali 
»sff« formatu. Nato strežnik avtomatsko opravi kontrolo kvalitete naloženih sekvenc in jih 
anotira, nazadnje sledi normalizacija podatkov. Podatki o metagenomskih sekvencah 
prihajajo iz različnih znanstvenih raziskav s celega sveta in so v večini dostopni javnosti. 
Analiza naloženih podatkov je uniformirana in poteka po enakih postopkih, torej lahko z že 
urejenimi podatki delamo nove primerjalne analize (Meyer in sod, 2008). 
Strežnik MG-RAST (http://metagenomics.anl.gov/) je pregleden in enostaven za uporabo. 
Omogoča nam iskanje metagenomskih sekvenc glede na izbrani filter, kot so kvaliteta, 
tehnologija, tip vzorca ali podobnost z referenčnim vzorcem. Mi smo v zavihku 
»Metagenome Analysis« pod funkcijo »Data Selection« iskali po ključnih besedah 
»human«, »patient« in »child«, saj nas je zanimala humana mikrobiota prebavnega trakta. 
Izbranim kriterijem je ustrezalo 79 metagenomov iz treh neodvisnih raziskav (Kurokawa in 
sod., 2007; Stearns in sod., 2011; Yatsunenko in sod., 2012). Vsak metagenom je označen 
z lastno MG-RAST identifikacijsko številko in ima svoj profil s podrobnostmi o številu 
bakterijskih vrst, globini in načinu sekvenciranja ter spolu in starosti preiskovancev. Za 
razlago naših hipotez smo potrebovali še dodatne informacije o bioloških lastnostih 
preiskovanca. Na profilu metagenoma smo sledili hiperpovezavi spremljevalnega članka, 
ki nam je zagotovil podatke o prebivališču in zdravstvenem statusu preiskovancev, katerih 
metagenome smo analizirali.  
V programu Microsoft Excel smo ustvarili preglednico, v katero smo v vrstice zapisovali 
identifikacijske številke 79 izbranih metagenomov in jih označili z zaporednimi številkami 
od 1 do 79. V stolpce preglednice smo zabeležili metapodatke o posameznem 
metagenomu. Največ metapodatkov je bilo opisnih: podatki o avtorjih in letnici objave 
raziskave, ki je metagenom prispevala, o uporabljenih analitskih metodah, o tehniki 
sekvenciranja, o tipu vzorca, o lokaciji vzorčenja v telesu preiskovanca, o številu ciklov 
PCR-a in o kitu za ekstrakcijo DNA, biološki podatki o posameznih preiskovancih, starost, 
spol, prebivališče ter zdravstveni status. Te opisne podatke smo zamenjali skladno z 
ustreznimi zaporednimi številkami tako, da smo metagenomom z enakimi parametri 
dodelili enako številko. Tako je bil vsak analitski oziroma biološki parameter označen 
numerično in s tem primerno pripravljen za statistične analize. Podatki o globini 
sekvenciranja in številu bakterijskih vrst so že v osnovi numerični podatki in jih zato 
predhodno ni bilo potrebno urejati.  
Z izbranimi metagenomi smo si na strežniku MG-RAST ustvarili zbirko vseh 
metagenomov. Nato smo ustvarili še 3 dodatne zbirke, kjer smo metagenome razvrstili 
glede na to, v kateri raziskavi so bili objavljeni. Upoštevajoč, da preiskovanci iz študije iz 
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leta 2011 prihajajo iz 2 različnih držav (ZDA in Venezuela), smo obstoječo zbirko 
metagenomov te raziskave razdelili na dve zbirki, kjer smo metagenome ločili glede na 
geografsko lokacijo, s katere vzorci prihajajo. Ta korak nam je omogočil nadaljnjo 
primerjavo metagenomov v odvisnosti od geografske lokacije preiskovancev, ki 
predstavlja pomemben biološki dejavnik pri analizi podatkov. Glede na geografsko 
lokacijo preiskovancev, ki so vzorce prispevali, so odvisne tudi njihove prehranjevalne in 
življenjske navade. 
Na strežniku MG-RAST smo pod zavihkom »Data Visualisation« podatke iz naše zbirke 
vseh metagenomov prikazali v obliki preglednice z informacijami o prisotnosti ali 
odsotnosti posameznega mikroorganizma. Postopek smo ponovili na vseh 7 taksonomskih 
nivojih. Ustvarjene preglednice smo prenesli na osebni računalnik v Excelovo datoteko. Z 
vrtilnimi preglednicami smo podatke uredili tako, da so prikazane informacije o prisotnosti 
ali odsotnosti mikroorganizmov na vsakem izmed 7 taksonomskih nivojev (kvalitativni 
podatki) in o natančnem številu mikroorganizmov na posameznem taksonomskem nivoju 
(kvantitativni podatki). Raziskavo smo nadaljevali v analitskem programu PAST po istem 
postopku tako za podatke o prisotnosti/odsotnosti mikroorganizmov na posameznem 
taksonomskem nivoju, kot tudi za podatke o natančnem številu mikroorganizmov na 
posameznem taksonomskem nivoju. 
 
3.2.1 Rarefakcijska krivulja 
 
Pod zavihkom »Data Visualisation« smo izbrali prikaz metagenomov v obliki »Rarefaction 
curve« oziroma rarefakcijske krivulje. Rarefakcija je statistična interpolacijska metoda, s 
katero grafično prikažemo predvideno mikrobno diverziteto vzorca. Rarefakcija nam ne 
poda natančnega števila mikrobnih vrst, temveč samo oceno o vrstni pestrosti na podlagi 
zbranih podatkov. Je ena izmed funkcij strežnika MG-RAST in se na ordinacijskem 
sistemu izriše kot graf števila vrst v odvisnosti od števila sekvenc. Če je krivulja na levi 
strani grafa strma in kratka, nam to pove, da smo vzorčili najpogostejše vrste. Če na desni 
strani grafa krivulja doseže plato, nam to pove, da smo določili vse bakterijske vrste 
nekega vzorca, ki je bil verjetno bolj enostavno sestavljen. Vendar pa plato še ni 
zagotovilo, da smo določili vse vrste, saj obstaja verjetnost, da smo sekvencirali le del 
nepoznanih oziroma redkih vrst (Gotelli in Colwell, 2011). S funkcijo na strežniku MG-
RAST smo generirali rarefakcijske krivulje zbirk metagenomov, ločenih glede na 
geografsko lokacijo, kar nam je omogočilo razlago hipoteze o vplivu bioloških in 
analitskih parametrov na podatke o prebavni mikrobioti. To funkcijo smo izkoristili za vse 
4 zbirke metagenomov, ki smo jih ločili glede na geografsko lokacijo metagenomov. PAST 
program nam je avtomatsko generiral zahtevane grafe rarefakcijskih krivulj, ki smo jih 
prenesli na osebni računalnik in jih v rezultatih z razpravo uporabili za pomoč pri 
preverjanju delovnih hipotez. 
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3.3 Program PAST 2.17 
 
Analizo urejenih metagenomov in okoljskih parametrom smo opravili s programom PAST, 
verzijo 2.17 (Hammer in sod., 2001). Pripravljene vrtilne preglednice s podatki o 
prisotnosti ali odsotnosti mikroorganizma (kvalitativni podatki) ter o natančnem številu 
mikroorganizmov (kvantitativni podatki) na vsakem izmed 7 taksonomskih nivojev smo 
pretvorili v obliko ».txt«. Ta nam omogoča zanesljiv prenos podatkov iz preglednice Excel 
v program za analizo podatkov PAST. S tako pripravljenim prvim setom podatkov smo v 
programu PAST z uporabo koeficienta Bray-Curtis preverili napetosti na vsakem izmed 7 
taksonomskih nivojev in z zbranimi matrikami opravili Mantelov test verodostojnosti 
podatkov. 
Pripravili smo tudi preglednice s podatki o mikrobni združbi skupaj z eksperimentalnimi in 
biološkimi parametri. Tako kvalitativnim kot tudi kvantitativnim podatkom smo v 
preglednicah s kvalitativnimi in kvantitativnimi podatki na vseh taksonomskih nivojih 
dodali še numerizirane podatke o eksperimentalnih in bioloških parametrih. Tako smo 
pripravili nov set podatkov za vseh 7 taksonomskih nivojev, ki je vseboval kvalitativne 
podatke z okoljskimi parametri ter kvantitativne podatke z okoljskimi parametri, urejene v 
14 preglednicah. Urejene preglednice smo pretvorili v obliko ».txt« in uporabili v analizah 
s programom PAST.  
Ob zagonu programa PAST se prikaže prazna preglednica, kamor smo eno po eno uvozili 
predhodno pripravljene preglednice s podatki v obliki ».txt.«. V prvem stolpcu so se po 
vrsti od 1 do 79 razporedili metagenomi, v vseh nadaljnjih pa podatki o mikroorganizmih 
ter numerizirani analitski in biološki parametri.  
Identifikacijske številke metagenomov iz iste študije smo v preglednici obarvali z isto 
barvo, kar nam je omogočilo razločen prikaz grupiranja statistično obdelanih podatkov na 
grafu NM-MDS.  
 
3.3.1 Nemetrično večdimenzionalno lestvičenje ali NM-MDS 
 
Za prikaz podobnosti med metagenomi iz vzorcev iz različnih delov prebavnega trakta pri 
preiskovancih različnih starosti, različnega geografskega porekla in drugih dejavnikov, 
smo izbrali metodo nemetričnega večdimenzionalnega lestvičenja (NM-MDS). Metoda je 
za našo nalogo primerna zato, ker lahko z njo primerjamo vpliv več dejavnikov na sestavo 
mikrobne združbe. NM-MDS pretvori informacije iz več dimenzij (različne mikrobne 
združbe v odvisnosti od vzorčnih mest, načina sekvenciranja, različnih bioloških 
parametrov preiskovancev) na dvodimenzionalnem grafu. Z več dimenzijami in parametri 
kot operiramo, težavnejša in s tem manj zanesljiva je pretvorba podatkov na 
dvodimenzionalni ordinacijski sistem. Natančnost pretvorbe nam pove napetost oziroma 
vrednost »stress«. Kadar je napetost enaka nič, so razdalje na dvodimenzionalnem grafu 
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NM-MDS enake dejanskim razdaljam v večdimenzionalnem prostoru. Pri velikem številu 
podatkov, s katerimi smo operirali, je nerealno pričakovati, da bodo napetosti enake nič, 
saj pride pri pretvorbi podatkov iz večdimenzionalnega prostora v dvodimenzionalnega do 
popačenja. Nemogoče je, da bo pretvorba lege metagenoma iz več dimenzij v dve 
popolnoma natančna. Pretvorba je še zanesljiva v primeru, da je vrednost napetosti nižja od 
0,2. 
 
Za vizualizacijo grupiranja metagenomov na grafu NM-MDS je nujno, da izberemo 
indeks, ki bo smiselno predstavil povezave med izbranimi metagenomi (Ramette, 2007). 
Mi smo za izračun distančne matrike izbrali Bray-Curtisov podobnostni indeks, ki je zaradi 
smiselnega upoštevanja odsotnosti mikroorganizmov najbolj idealen za primerjavo 
profilov mikrobnih združb. 
Pred analizo kvantitativnih podatkov z okoljskimi parametri smo podatke normalizirali s 
funkcijo »Row percentage«. Ta pretvori podatke v eni vrsti preglednice v deleže skupne 
vsote vseh vrednosti v vrsti. Normalizacija kvalitativnih podatkov z okoljskimi parametri 
ni bila potrebna, saj so ti že normalno razporejeni. Za oba seta podatkov je bila potrebna 
normalizacija podatkov o okoljskih dejavnikih, kar je omogočila funkcija »Box-Cox«. Ta 
transformira podatke, ki niso statistično normalni, v normalne. Normalizacija podatkov, ki 
predstavljajo vpliv okoljskih dejavnikov, je bila nujna, saj vrednosti niso normalno 
porazdeljene in so težko primerljive (razpon števila vseh odčitkov je med 9958 in 2574262, 
število vrst med 1010 in 413735, medtem ko so opisni okoljski dejavniki predstavljeni 
numerično z vrednostmi med 1 in 4). Analizo NM-MDS smo opravili za kvalitativne in 
kvantitativne podatke na vseh sedmih taksonomskih nivojih. 
Vplivi okoljskih dejavnikov na razpršenost mikrobnih združb se z analizo NM-MDS 
prikažejo neposredno na ordinacijskem grafu v obliki premic, ki izhajajo iz središča. 
Posamezna premica predstavlja prispevek posameznega okoljskega dejavnika in kaže v 
tisto gručo podatkov na grafu, na grupiranje katerih ima  okoljski dejavnik največji vpliv. 
Najdaljša premica ima na grupiranje podatkov največji vpliv. 
 
3.3.2 Shepardov diagram  
 
Za vsako analizo NM-MDS smo opravili pregled verodostojnosti dvodimenzionalnega 
prikaza podatkov s funkcijo Shepardov diagram (»Shepard plot«). Ta izriše graf, ki nam 
pove, kako dobro NM-MDS odraža dejanske razlike med vzorci, ko so ti predstavljeni v 
dvodimenzionalnem ali tridimenzionalnem prostoru. Razdalje med vzorci so popolnoma 
točne, kadar ležijo vse točke grafa na premici linearne funkcije f(x)=y. Če so točke dokaj 
blizu premici f(x)=y, potem so razdalje med vzorci dokaj točne in verodostojne. Če so 
točke daleč od premice f(x)=y, potem razdalje med posameznimi vzorci na grafu NM-
21 
Bajuk J. Mataanaliza podatkov o humani mikrobioti.  
   Mag. delo (Du2), Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
 
MDS niso točno izrisane in so posledično prikazani odnosi v dvodimenzionalni ali 
tridimenzionalni ordinaciji vprašljivi.  
 
3.3.3 Test Mantel 
 
Preglednice kvalitativnih in kvantitativnih podatkov skupaj z okoljskimi parametri na vseh 
taksonomskih nivojih smo statistično obdelali s funkcijo podobnostih in distančnih 
indeksov (»Similarity and distace indeces«), ki izračuna indekse med vsemi pari 
metagenomov v stolpcih s tistimi v vrsticami. Indeksi se prikažejo v obliki matrike. 
Matriko z največjo resolucijo na nivoju vrste, pridobljeno s testom Mantel, sem nato 
primerjala z vsako matriko enega višjega taksonomskega nivoja.  
Mantelov test prikaže povezavo med matrikama tako, da izračuna korelacijski koeficient 
med dvema ustreznima pozicijama med dvema matrikama. Z Mantelovim testom smo 
preverili verodostojnost rezultatov na vseh taksonomskih nivojih. Najprej smo matriko 
vrste primerjali z matriko domene, nato matriko vrste z matriko debla ter na isti način še 
vse nižje taksonomske nivoje. Analizo smo izvedli tako za kvalitativne kot tudi za 
kvantitativne podatke. Rezultat testa, ki ima lahko vrednosti med 0 in 1, nam pove, koliko 
sta si dve matriki podobni. Čim bolj se rezultat približa številu 1, tem bolj sta si matriki 
podobni, torej so si tudi vzorci na izbranih taksonomskih nivojih podobni oziroma se med 
sabo skladajo (Diniz-Filho in sod., 2013).  
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4 REZULTATI 
 
4.1 REZULTATI KORELACIJ MED DISTANČNIMI MATRIKAMI NA RAZLIČNIH 
TAKSONOMSKIH NIVOJIH  
 
Z Mantelovim testom smo s primerjavo posameznih Bray-Curtis distančnih matrik 
izračunali korelacije med njimi. Rezultat Mantelovega testa je vrednost med 0 in 1. Kadar 
je rezultat enak 0, potem med izbranima matrikama ni korelacije, kadar je rezultat 1, pa sta 
matriki identični. Rezultati korelacij naših matrik so zapisani v Preglednici 1 in grafično 
predstavljeni na Sliki 2.  
 
Preglednica 1: Vrednosti korelacij med distančnima matrikama vrste z distančnimi matrikami na vseh višjih 
taksonomskih nivojih, pridobljenih s testom Mantel za kvalitativne in kvantitativne podatke 
Izbrani matriki Kvalitativni podatki Kvantitativni podatki 
vrsta:domena 0,8026 0,0879 
vrsta:deblo 0,9133 0,6604 
vrsta:razred 0,9541 0,8091 
vrsta:red 0,9680 0,8969 
vrsta:družina 0,9797 0,9127 
vrsta:rod 0,9962 0,9807 
vrsta:vrsta 1,0000 1,0000 
 
Iz Slike 2 lahko z grafa vrednosti testa Mentel kvalitativnih in kvantitativnih podatkov na 
vseh taksonomskih nivojih razberemo, da so korelacije med matriko vrste z matrikami 
ostalih taksonomskih nivojev različne od ena. To pomeni, da matrike med sabo niso 
popolnoma identične. Korelacijski indeksi med matrikami kvalitativnih podatkov so med 
vrednostma 0,8026 in 1,0, indeksi med matrikami kvantitativnih podatkov pa med 0,0879 
in 1,0. Vidimo, da so si matrike kvalitativnih podatkov med sabo veliko bolj podobne kot 
matrike kvantitativnih podatkov. Najbolj podobni sta si pri obeh setih podatkov matriki 
vrste in rodu, z vsakim višjim taksonomskim nivojem pa se korelacije manjšajo.  
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Iz rezultatov na Sliki 2 lahko očitno vidimo, da so si vrednosti kvalitativnih podatkov 
(modri kvadratki) mnogo bližje kot vrednosti kvantitativnih podatkov (oranžni kvadratki). 
Torej so si kvalitativni podatki (modri kvadratki) na nivoju vrste bolj podobni s 
kvalitativnimi podatki na višjih taksonomskih nivojih kot s kvantitativni podatki (oranžni 
kvadratki).  
 
  
 
Slika 2: Graf vrednosti korelacij med distančnima matrikama vrste z distančnimi matrikami na vseh višjih 
taksonomskih nivojih, pridobljenih s testom Mantel za kvalitativne in kvantitativne podatke 
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4.2 VERODOSTOJNOST DVODIMENZIONALNIH  IN TRIDIMENZIONALNIH 
ORDINACIJ KOMPLEKSNIH PODATKOV METAGENOMOV  
 
V programu PAST smo s funkcijo diagrama Shepard izračunali napetosti med metagenomi 
na dvodimenzionalnem grafu. Vrednosti napetosti za kvalitativne in kvantitativne podatke 
na vseh taksonomskih nivojih so grafično prikazane na Sliki 3. 
 
Iz grafa lahko razberemo, da so na taksonomskem nivoju domene vrednosti napetosti za 
kvalitativne in kvantitativne podatke še blizu ničli, z vsakim naslednjim taksonomskim 
nivojem pa vrednosti napetosti naraščajo. Kvalitativni podatki mejno vrednost napetosti 
0,2 presežejo že na nivoju razreda, medtem ko kvantitativni podatki mejne vrednosti ne 
presežejo na nobenem taksonomskem nivoju.  
 
 
Slika 3: Graf vrednosti napetosti pri pretvorbi razdalj med metagenomi iz večdimenzionalnega prostora v 
dvodimenzionalni prostor na vseh taksonomskih nivojih  
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Analize diagrama Shepard smo v programu PAST opravili še za izračun napetosti v 
tridimenzionalnem prostoru. Rezultati so grafično prikazani na Sliki 4. Iz grafa lahko 
razberemo, da so vrednosti napetosti od nivoja domene do nivoja vrste naraščale, vendar so 
bile vrednosti napetosti kvantitativnih in kvalitativnih podatkov vseskozi pod mejno 
vrednostjo 0,2 in so s tem ustrezale kriterijem kakovosti.  
 
 
Slika 4: Graf vrednosti napetosti pri pretvorbi razdalj med metagenomi iz večdimenzionalnega prostora v 
tridimenzionalni prostor na vseh taksonomskih nivojih 
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4.3 MULTIVARIATNA ANALIZA VPLIVA ANALITSKIH IN BIOLOŠKIH 
PARAMETROV NA PODOBNOST VZORCEV 
 
4.3.1 Analiza NM-MDS metagenomskih zbirk, ločenih glede na študijo 
 
Na Sliki 5 je ordinacijska analiza grupiranja vseh 79 metagenomov v odvisnosti od 
okoljskih parametrov. Metagenomi iz treh različnih študij so na grafu označeni z različnimi 
barvami. Rožnate točke na grafu ponazarjajo metagenome z Japonske (Kurokawa in sod., 
2007), zelene metagenome iz ZDA in Venezuele (Yatsunenko in sod., 2012), modre pa 
metagenome iz Kanade (Stearns in sod., 2011). Najbolj zunanji metagenomi posamezne 
gruče metagenomov so med sabo povezani s premicami, kar omogoči bolj pregleden 
grafičen prikaz. Največjo površino so tvorile premice med metagenomi iz Kanade, sledijo 
metagenomi iz Venezuele in ZDA, najmanjša pa je površina med premicami metagenomov 
z Japonske. 
  
Slika 5: Ordinacijska analiza metagenomskih zbirk, ločenih glede na študijo, za kvalitativne podatke, na 
taksonomskem nivoju vrste 
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Zelene premice, ki izhajajo iz središča grafa, s smerjo in dolžino prikazujejo vpliv 
posameznega parametra na grupiranje metagenomov. Premice so označene z okrajšavami 
za posamezen okoljski parameter. Najdaljša premica je tista z opisom »sample«, kar je 
okrajšava za način vzorčenja (bris, biopsija ali feces). Drugi dve najdaljši sta »A/S«, kar je 
okrajšava za način sekvenciranja (s sekvenciranjem amplikonov ali s tehniko sekvenciranja 
»shotgun«) ter »#sp«, kar je okrajšava za število bakterijskih vrst. Omenjeni okoljski 
parametri imajo na grupiranje metagenomov največji vpliv.  
 
4.3.2 Analiza NM-MDS metagenomskih zbirk, ločenih glede na geografsko lokacijo  
 
Analizo NM-MDS smo ponovili še z zbirkami metagenomov, ločenimi glede na 
geografsko lokacijo. Rezultati analize so prikazani na Sliki 6. Metagenomi so na grafu 
označeni z različnimi barvami, in sicer glede na lokacijo, ki so bile štiri. Rožnate točke na 
grafu ponazarjajo metagenome z Japonske, zelene metagenome iz ZDA, vijolične 
metagenome iz Venezuele, modre pa metagenome iz Kanade. 
 
Slika 6: Ordinacijska analiza metagenomskih zbirk, ločenih glede na geografsko lokacijo, za kvalitativne 
podatke, na taksonomskem nivoju vrste 
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4.4 VPLIV NEKATERIH ANALITSKIH PARAMETROV NA REZULTATE O 
SESTAVI MIKROBNIH ZDRUŽB PREBAVNEGA TRAKTA 
 
4.4.1 Število ugotovljenih bakterijskih vrst v odvisnosti od globine sekvenciranja 
 
Globina sekvenciranja v naši študiji predstavlja analitski parameter. Na Sliki 7 je grafičen 
prikaz odvisnosti števila zaznanih bakterijskih vrst od globine sekvenciranja (oziroma od 
izbrane metode sekvenciranja). Vidimo, da korelacija med številom zaznanih bakterijskih  
vrst ter globino sekvenciranja ni linearna, saj pri večji globini sekvenciranja nismo določili 
tudi večjega števila bakterijskih vrst. Opazili smo, da se je največje število vrst pokazalo 
pri številu odčitkov do 30000. Pri večjih globinah sekvenciranja je bilo število določenih 
bakterijskih vrst, ne glede na število prebranih odčitkov, v rangu med 0 in 50000. Torej so 
raziskovalci v izbranih študijah z večanjem globine sekvenciranja identificirali manj 
bakterijskih vrst v primerjavi z manjšo globino sekvenciranja. 
 
 
Slika 7: Graf odvisnosti števila identificiranih bakterijskih vrst od globine sekvenciranja v številu odčitkov 
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4.4.2 Rarefakcijska krivulja: vpliv izbrane tehnike sekvenciranja 
 
Rarefakcijske krivulje metagenomov vzorcev fecesa preiskovancev iz Združenih držav 
Amerike, ki so jih sekvencirali Yatsunenko in sod. v študiji iz leta 2012, se na grafu na 
Sliki 8 očitno grupirajo v odvisnosti od tehnike sekvenciranja. 
  
Na grafu na Sliki 8 sta se oblikovali dve ločeni skupini rarefakcijskih krivulj. Skrajno levo 
na grafu opazimo štiri strme in kratke krivulje, ki pripadajo metagenomom, sekvenciranim 
s tehniko sekvenciranja »shotgun«. Daljše in bolj položne rarefakcijske krivulje pa 
pripadajo metagenomom vzorcev, pri katerih so sekvencirali amplikonetarčnega gena za 
podenoto 16S rRNA. Rarefakcijske krivulje vzorcev, analiziranih s sekvenciranjem 
amplikonov, so na desni strani ordinacijskega prostora dosegle plato.  
 
 
Slika 8: Graf rarefakcijskih krivulj metagenomov preiskovancev iz Združenih držav Amerike, označeni sta 
tehniki sekvenciranja, uporabljeni v študiji 
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4.5 VPLIV NEKATERIH BIOLOŠKIH PARAMETROV NA RAZNOLIKOST 
ZNOTRAJ POSAMEZNIH ŠTUDIJ 
 
4.5.1 Rarefakcijska krivulja: Vpliv starosti preiskovancev  
 
V študiji iz leta 2007 so sekvencirali metagenome japonskih otrok, starih med 3 meseci in 
3 leti, ter metagenome njihovih staršev.  
 
Na Sliki 9 so označene rarefakcijske krivulje metagenomov dojenčkov, starih med 3 in 7 
mesecev. Rarefakcijske krivulje metagenomov dojenčkov so krajše od preostalih. 
Rarefakcijska krivulja metagenoma otroka, starega 7 mesecev, na grafu jasno izstopa. 
Daljše in bolj položne krivulje pripadajo metagenomom iz vzorcev fecesa odraslih 
preiskovancev. Te krivulje so daljše in bolj položne od rarefakcijskih krivulj  
metagenomov iz vzorcev dojenčkov, vendar na grafu ne dosežejo platoja. 
 
Slika 9: Graf rarefakcijskih krivulj metagenomov preiskovancev z Japonske, posebej so označene 
rarefakcijske krivulje metagenomov dojenčkov, neoznačene rarefakcijske krivulje pripadajo metagenomom 
odraslih preiskovancev  
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Na Sliki 10 so rarefakcijske krivulje metagenomov iz raziskave, v kateri so sekvencirali 
metagenome preiskovancev iz ruralnih območij Venezuele. Podatki izvirajo iz raziskave 
Yatsunenkove in sod. (2012), ki so s tehniko sekvenciranja »shotgun« analizirali 
mikrobiome vzorcev fecesa ljudi vseh starostnih skupin (dojenčki, odrasli in ostareli), 
skupno 20 preiskovancev. Krivulje na grafu (Slika 10), označene z zvezdico, pripadajo 
metagenomom vzorcev fecesa dojenčkov. Te krivulje so krajše in manj strme od večine 
ostalih rarefakcijskih krivulj, ki pripadajo vzorcem fecesa odraslih preiskovancev. 
Rarefakcijske krivulje so različnih dolžin in strmin.  Nobena rarefakcijska krivulja ne 
doseže platoja. 
 
 
Slika 10: Graf rarefakcijskih krivulj metagenomov preiskovancev iz Venezuele, z zvezdico so označene 
rarefakcijske krivulje metagenomov dojenčkov 
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4.5.2 Rarefakcijska krivulja: Vpliv lokacije vzorčenja v prebavnem traktu  
 
V kanadski študiji iz leta 2011 so Stearns in sod. odvzeli vzorce 4 zdravim odraslim 
preiskovancem obeh spolov, in sicer na različnih lokacijah prebavnega trakta. Sekvencirali 
so vzorce oralne mikrobiote, želodca, tankega in debelega črevesa ter vzorce fecesa. 
Rezultat je pester nabor sekvenc, ki se na grafu (Slika 10) kažejo kot rarefakcijske krivulje 
različnih dolžin ter različnega naklona.  
 
Slika 11: Graf rarefakcijskih krivulj metagenomov preiskovancev iz Kanade. V spodnjem delu so vidne 
rarefakcijske krivulje metagenomov vzorcev želodca, s simbolom trikotnika so označene rarefakcijske 
krivulje vzorcev oralne mikrobiote, s svetlo modro piko so označene rarefakcijske krivulje vzorcev tankega 
in debelega črevesa, s temno modro piko so označene rarefakcijske krivulje vzorcev fecesa 
Na grafu na Sliki 11 so v spodnjem delu vidne  rarefakcijske krivulje metagenomov 
vzorcev iz želodca, ki so krajše in manj strme od ostalih krivulj. S temno modrimi 
trikotniki smo označili rarefakcijske krivulje vzorcev oralne mikrobiote, s svetlo modrimi 
pikami so označeni vzorci črevesa, rarefakcijske krivulje metagenomov vzorcev fecesa pa 
so označene s temno modrimi pikami. Vidimo, da rarefakcijske krivulje slednjih treh 
mikrohabitatov med sabo niso jasno ločene in se ne grupirajo v odvisnosti od mesta 
vzorčenja. 
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5 RAZPRAVA 
 
5.1 RAZLAGA KORELACIJ MED MATRIKAMI RAZLIČNIH TAKSONOMSKIH 
NIVOJEV 
 
Korelacijske vrednosti med matriko vrste z matrikami višjih taksonomskih nivojev so za 
kvalitativne kot tudi za kvantitativne podatke različne od 1 (Preglednica 1). Ta rezultat 
pomeni, da korelacije med matrikami obeh setov podatkov niso skladne. To pomeni, da 
klasificiranje sekvenc v taksonomske predale na vseh taksonomskih nivojih ni skladno. 
Izjema je primerjava matrike vrste same s sabo, kjer je rezultat Mantelovega testa enak 1. 
Rezultat je logičen, saj smo primerjali identična seta podatkov. Ta izračun smo opravili 
zgolj za kontrolo. 
 
V Preglednici 1 vidimo, da se vrednosti testa Mantel za kvalitativne podatke gibljejo med 
0,8026 ter 0,9962, razpon vrednosti za kvantitativne podatke pa je mnogo večji – med 
0,0879 ter 0,9807. Na Sliki 2 lahko razločno vidimo, da so korelacije med matrikami 
kvalitativnih podatkov vseh taksonomskih nivojev z matriko vrste večje kot tiste med 
matrikami kvantitativnih podatkov. Rezultat se sklada s pričakovanji. Kvantitativni podatki 
nam namreč povedo natančno število zaznanih bakterijskih sekvenc vsakega taksona. 
Število mikroorganizmov na nivoju vrste pa ni sorazmerno oziroma primerljivo s številom 
rodov, družin, oziroma vseh višjih taksonomskih nivojev. Poznamo namreč okoli 1500 
bakterijskih rodov, 351 razredov, 96 debel in le tri domene (Ruggiero in sod., 2015). Tako 
je število domen (3) mnogo manjše in števila poznanih bakterijskih vrst prebavnega trakta 
(okoli 400) (Gerritsen in sod., 2011) in podatke o sekvencah težko primerjamo. Korelacije 
med matrikami različnih taksonomskih nivojev kvantitativnih podatkov so manj verjetne 
kot korelacije med matrikami različnih taksonomskih nivojev kvalitativnih podatkov. 
Kvalitativni podatki namreč govorijo le o tem, ali je nek takson prisoten ali odsoten v 
določenem vzorcu, ne pa o njihovem natančnem številu v posameznem vzorcu.  
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5.2 VERODOSTOJNOST DVO- IN TRIDIMENZIONALNIH ORDINACIJ 
KOMPLEKSNIH PODATKOV METAGENOMOV 
 
Za kontrolo verodostojnosti kompleksnih podatkov na dvodimenzionalnem in 
tridimenzionalnem grafu smo v programu PAST izračunali vrednosti napetosti med 
metagenomi. Vrednosti v dvodimenzionalnem prostoru (Slika 3) so na taksonomskem 
nivoju domene za kvalitativne in kvantitativne podatke še blizu nič, z vsakim nižjim 
taksonomskim nivojem pa napetost narašča. Razlog za visoke vrednosti napetosti na nižjih 
taksonomskih nivojih je naglo večanje števila organizmov na posameznem taksonu. S tem 
se veča tudi število optimizacij, potrebnih za pretvorbo razdalj med metagenomi iz več 
dimenzij v dvodimenzionalni prostor. Na Sliki 3 vidimo, da mejno vrednost napetosti 0,2 
kvalitativni podatki presežejo že na taksonomskem nivoju razreda in se nato na nižjih 
nivojih gibljejo okoli te vrednosti. Pretvorbe razdalj med metagenomi iz 
večdimenzionalnega prostora v dvodimenzionalni prostor torej niso optimalne. Pri številu 
metagenomov (79), s katerim smo operirali v naši magistrski nalogi, je to nerealno 
pričakovanje.  
 
Vrednosti napetosti za kvantitativne podatke so na vseh taksonomskih nivojih pod mejno 
vrednostjo 0,2 in ustrezajo kriterijem kakovosti pretvorbe podatkov. To pomeni, da so 
kvalitativni podatki za analize primernejši od kvalitativnih podatkov. 
 
Pri pretvorbi metagenomov iz večdimenzionalnega prostora v tridimenzionalnega so 
vrednosti napetosti obeh setov podatkov pod mejno vrednostjo verodostojnosti 0,2 (Slika 
4). Korelacija med metagenomi v večdimenzionalnem in tridimenzionalnem grafu je večja 
kot med metagenomi med večdimenzionalnem in dvodimenzionalnem grafu. To pomeni, 
da so razdalje med metagenomi na tridimenzionalnem grafu bolj podobne dejanskim 
razdaljam med metagenomi kot razdalje med metagenomi na dvodimenzionalnem grafu. 
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5.3 VPLIV ANALITSKIH IN BIOLOŠKIH PARAMETROV NA PODOBNOST 
VZORCEV GLEDE NA MULTIVARIATNO ANALIZO 
 
Z multivariatno analizo, ki smo jo izvedli s pomočjo programa PAST, smo preverili način 
grupiranja izbranih 79 metagenomov in vpliv analitskih in bioloških parametrov na 
podobnost metagenomov. Na Sliki 5 so prikazani rezultati multivariatne analize 
metagenomov, barvno ločenih glede na študijo, ki je metagenome prispevala. Z roza barvo 
so označeni metagenomi z Japonske. Ti metagenomi so gosto grupirani, torej so si med 
sabo zelo podobni. Rezultat ni pričakovan, saj so bili v analizo vključeni tako novorojenčki 
kot tudi njihovi starši. Številne druge študije (Dominguez-Bello in sod., 2010; Palmer in 
sod., 2007) so namreč pokazale, da so si bakterijske združbe prebavnega trakta 
novorojenčkov in odraslih preiskovancev zelo različne. Dojenček v prvem letu življenja s 
prehodom s tekoče na trdno prehrano razvije zrelo mikrobioto. V japonski raziskavi  pa je 
80 % vzorcev pripadalo dojenčkom, mlajših od enega leta starosti. Ta dejavnik bi se torej 
na grafu moral odražati  kot velika razdalja med metagenomi, saj si ti med sabo ne bi smeli 
biti zelo podobni. Razlog za tesno grupiranje metagenomov japonske študije je 
najverjetneje v izbranem načinu sekvenciranja. Raziskovalci so v tej raziskavi iz leta 2007 
namreč za sekvenciranje metagenomske knjižnice »shotgun«, pripravljene s kloniranjem v 
vektorju pUC18, uporabili Sangerjevo metodo sekvenciranja (Kurokawa in sod., 2007). Pri 
takem pristopu je globina sekvenciranja majhna in ne omogoča zaznave redkeje prisotnih 
bakterijskih vrst. Torej so raziskovalci najverjetneje odkrili le najpogostejše bakterijske 
vrste, prisotne tako pri dojenčkih kot tudi pri odraslih preiskovancih. 
Metagenomi iz drugih dveh raziskav, na grafu obarvani modro in zeleno, so v primerjavi z 
japonsko raziskavo  mnogo bolj razpršeni. V študiji iz leta 2012, na grafu označeni z 
zeleno barvo, so Yatsunenko in sod. primerjali metagenome preiskovancev iz razvitih 
delov ZDA z metagenomi preiskovancev iz ruralnih delov Venezuele. Metagenomi 
preiskovancev teh dveh skupin se ne razlikujejo le glede na geografsko lokacijo, temveč 
tudi glede življenjskih navad (prehrane, količine telesne aktivnosti ter izpostavljenosti 
mikroorganizmom iz okolja). Zato je bila smiselna razdelitev metagenomov iz 
obravnavane študije na dve novi zbirki metagenomov, ločeni glede na geografsko lokacijo 
preiskovancev. Z novima zbirkama metagenomov smo ponovili analizo NM-MDS 
(poglavje 4.3.2., Slika 6).  
Z modro barvo so na Sliki 5 označeni metagenomi iz kanadske študije (Stearns in sod., 
2011). Tudi ti metagenomi so na grafu izjemno razpršeni. Rezultat je pričakovan, saj 
metagenomi iz te kanadske študije pripadajo vzorcem različnih telesnih mikrohabitatov 
vzdolž celotnega prebavnega trakta. Vključeni so vzorci iz ustne votline, želodca, tankega 
in debelega črevesa ter vzorci fecesa 4 preiskovancev obeh spolov. Mikrobna diverziteta 
vsakega humanega mikrohabitata je zelo specifična. Presek skupnih bakterijskih vrst 
omenjenih mikrohabitatov je majhen, kar je razlog za veliko razpršenost metagenomov na 
grafu NM-MDS.  
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V programu PAST smo s funkcijo upoštevanja okoljskih dejavnikov pregledali vpliv le-teh 
na grupiranje metagenomov. Rezultat se pokaže v obliki premic različnih dolžin, ki 
izvirajo iz središča grafa in kažejo v različne smer. Dolžina premice je premosorazmerna z 
velikostjo vpliva parametra na grupiranje metagenomov. Največji vpliv na grupiranje 
metagenomov ima način vzorčenja. Pričakovali smo, da bodo imeli na grupiranje 
metagenomov večji vpliv lokacija vzorčenja v telesu, saj so v predhodnih študijah 
ugotovili, da je mikrobna pestrost specifična glede na mikrohabitat v telesu (Dominguez-
Bello in sod., 2010).  
 
Drugi največji vpliv na grupiranje ima analitski parameter, ki govori o številu 
identificiranih bakterijskih vrst. Zadnja dva najpogostejša parametra, ki vplivata na 
grupiranje metagenomov, sta način (amplikon/»shotgun«) in globina sekvenciranja. Slednji 
parameter je odvisen tudi od načina ekstrakcije DNA in predhodno izbrane metode 
sekvenciranja. Torej na to, katere bakterijske vrste bomo identificirali v vzorcu, najbolj 
vplivajo izbrane eksperimentalne metode.  
V programu PAST smo analizo NM-MDS ponovili še z geografsko ločenimi zbirkami 
metagenomov. Na Sliki 6 lahko opazimo prekrivanje v grupiranju z roza označenih 
metagenomov z Japonske ter vijolično označenih metagenomov iz Venezuele. Razlog je 
najverjetneje identičen način sekvenciranja, saj so raziskovalci v obeh primerih uporabili 
»shotgun« tehniko sekvenciranja vzorcev fecesa. Drugi razlog je podoben življenjski slog 
in prehranske navade preiskovancev omenjenih geografskih lokacij. Vzorci pripadajo 
preiskovancem, ki se prehranjujejo s pretežno rastlinsko prehrano, polno vlaknin in 
vitaminov. V nasprotju s tem pa je zahodnjaška dieta (angl. western diet) preiskovancev iz 
ZDA in Kanade (zeleno in modro označeni metagenomi) sestavljena iz velikega deleža 
maščob in sladkorja.  
 
Metagenomi iz ZDA, na grafu označeni z zeleno barvo, so tudi v drugi analizi NM-MDS 
na grafu izjemno razpršeni. To ni v skladu s pričakovanji, saj smo na podlagi rezultatov 
prve analize NM-MDS predvidevali, da je velika razpršenost metagenomov študije, 
posledica različnih geografskih lokacij, saj so bili preiskovanci iz ZDA in Venezuele. 
Razlog za razpršenost zbirke metagenomov iz ZDA v drugi analizi je najverjetneje dejstvo, 
da so uporabili dve v osnovi zelo različni tehniki sekvenciranja, »shotgun« in 
sekvenciranje amplikonov 16S rDNA. Iz premic na grafu NM-MDS, ki ponazarjajo vpliv 
okoljskih parametrov na grupiranje metagenomov, lahko namreč razberemo, da ima ravno 
izbrani način sekvenciranja znaten vpliv na grupiranje metagenomov. Ugotovitve 
podpirajo tudi rarefakcijske krivulje na Sliki 7.  
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Modre točke na grafu na Sliki 6, ki predstavljajo metagenome iz Kanade, so tudi v drugi 
analizi NM-MDS na grafu izjemno razpršeni. Metagenomi iz te kanadske študije pripadajo 
vzorcem različnih telesnih mikrohabitatov vzdolž celotnega prebavnega trakta. V študiji so 
namreč vključeni izjemno heterogeni vzorci (iz ustne votline, želodca, tankega in debelega 
črevesa ter vzorci fecesa) štirih preiskovancev obeh spolov. Mikrobna diverziteta vsakega 
humanega mikrohabitata je zelo specifična. Presek skupnih bakterijskih vrst omenjenih 
mikrohabitatov je majhen, kar je razlog za veliko razpršenost metagenomov na grafu NM-
MDS.  
 
Pri analizi NM-MDS metagenomskih zbirk, ločenih glede na geografsko lokacijo 
preiskovancev, je imelo največji vpliv na grupiranje metagenomov število prepoznanih 
vrst. Enako pogost, vendar nekoliko manj vpliven, je bil biološki parameter starost 
preiskovancev. Tretji najvplivnejši je prav tako biološki parameter, in sicer lokacija 
vzorčenja v telesu preiskovancev. Manj vplivna parametra sta uporabljena metoda in 
globina sekvenciranja. Opazimo, da imajo na grupiranje podatkov zopet večji vpliv 
analitski parametri, kar ni v skladu s pričakovanji in predhodnimi raziskavami. V raziskavi 
iz leta 2015 so raziskovalci ugotovili, da ima na grupiranje podatkov največji vpliv mesto 
vzorčenja (Wagner in sod., 2015), v raziskavi leta 2012 pa so ugotovili, da imata največji 
vpliv na grupiranje metagenomov okoljska parametra starost in prebivališče preiskovancev 
(Yatsunenko in sod., 2012). Prav tako so leta 2008 raziskovalci ugotovili, da se vzorci 
grupirajo glede na telesni habitat, ne glede na metode sekvenciranja, dolžino sekvenc ali 
regijo 16S rDNA, ki je bila sekvencirana (Ji in Shendure, 2008). Naši rezultati analize 
NM-MDS so ravno nasprotni. Na obeh grafih NM-MDS (Slika 5 in Slika 6) so premice 
vpliva okoljskih parametrov pokazale, da na grupiranje metagenomov najbolj vplivajo 
analitski parametri (število vrst, način in globina sekvenciranja). Za izločitev vpliva 
analitskih parametrov na grupiranje metagenomov bi bilo potrebno vse korake analize 
DNA optimizirati in standardizirati. V omenjenih raziskavah so bili uporabljeni različni 
eksperimentalni in analitski postopki. Za boljši in zanesljivejši pregled vpliva bioloških 
parametrov (način prehranjevanja, starost preiskovancev, lokacija v telesu) na vrstno 
sestavo mikrobiote prebavnega trakta je nujno, da se eksperimentalne in analitske metode 
globalno standardizirajo. Le tako bomo lahko vpliv eksperimentalnih in analitskih 
postopkov pri nadaljnjih raziskavah o mikrobni raznolikosti zanemarili ter se osredotočili 
le na za človekovo zdravje pomembne biološke parametre. 
 
  
38 
Bajuk J. Mataanaliza podatkov o humani mikrobioti.  
   Mag. delo (Du2), Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
 
5.4 VPLIV DVEH ANALITSKIH PARAMETROV NA REZULTATE O SESTAVI 
MIKROBNIH ZDRUŽB PREBAVNEGA TRAKTA 
 
5.4.1 Vpliv globine sekvenciranja 
 
Na grafu na Sliki 7 vidimo, da korelacija med globino sekvenciranja in številom odkritih 
bakterijskih vrst ni linearna. Pričakovali smo, da se premosorazmerno z globino 
sekvenciranja povečuje tudi število identificiranih bakterijskih vrst ter da bomo z veliko 
globino sekvenciranja odkrili tudi manj zastopane vrste.  
 
Razlog za tak rezultat je uporaba zelo različnih tehnik sekvenciranja, za katere so se 
odločili v treh izbranih študijah, ki so prispevale 79 metagenomov. Vsaka raziskovalna 
skupina iz posamezne študije je namreč koristila drugačno metodo sekvenciranja. Različne 
metode sekvenciranja pa so pogojevale različne globine sekvenciranja izbranih vzorcev. 
Primerjava podatkov iz različnih študij je zaradi neenakih metod sekvenciranja 
nezanesljiva. Težava je, da postopki sekvenciranja DNA niso uniformirani. Vsak 
raziskovalni laboratorij tako izbere metodo sekvenciranja vzorcev glede na finančne in 
časovne omejitve laboratorija ter glede na strokovno usposobljenost raziskovalcev.  
 
Število identificiranih bakterijskih vrst je odvisno tudi od mesta vzorčenja. Lokacija 
odvzema vzorca vzdolž prebavnega trakta močno vpliva na število bakterijskih vrst, ki jih 
bomo lahko identificirali. Metagenomi na grafu na Sliki 7 pripadajo vsem mikrohabitatom 
vzdolž prebavnega trakta, ki pa so med sabo ekološko zelo različni in v katerih število 
bakterijskih vrst močno variira. Želodec lahko kolonizira le okoli 60 bakterijskih vrst 
(Aviles-Jimenez in sod., 2014), tako nam tudi večja globina sekvenciranja v tem primeru 
ne more prikazati večjega števila vrst, saj je le-to končno. Debelo črevo je biološko mnogo 
bolj raznoliko. V njem lahko že z majhno globino sekvenciranja odkrijemo veliko število 
bakterijskih vrst.  
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5.4.2 Vpliv izbrane tehnike sekvenciranja 
 
Drugi analitski dejavnik, katerega vpliv smo podrobneje raziskali, je izbrana tehnika 
sekvenciranja. Na Sliki 8 lahko skrajno levo na grafu vidimo štiri kratke in strme krivulje, 
ki pripadajo metagenomom, sekvenciranim s tehniko sekvenciranja »shotgun«. V teh 
vzorcih so bili sekvencirani celotni genomi prisotnih bakterij. Iz poteka krivulj je mogoče 
sklepati, da so bile z globino sekvenciranja, za katero so se raziskovalci v študiji odločili, 
identificirane le najpogostejše bakterijske vrste. Za boljši pregled nad bakterijskimi vrstami 
v vzorcu bi bila nujna večja globina sekvenciranja, ki bi nam podala realnejšo sliko o 
bakterijski diverziteti vzorca. Ostale rarefakcijske krivulje na grafu so položne in dosežejo 
izrazit plato. Te krivulje pripadajo metagenomom, sekvenciranim s tehniko sekvenciranja 
amplikonov, ki identificira le tarčne gene podenote 16S rRNA. Ti geni so manjši in s tem 
hitreje sekvencirani kot celotni genomi vzorca pri tehniki sekvenciranja »shotgun«.  
  
Na podlagi rezultatov v poglavjih 5.3 in 5.4. opazimo, da ima izbrana analitska metoda 
velik vpliv na število identificiranih bakterijskih vrst iz določenega vzorca. Strežnik MG-
RAST, iz katerega smo prenesli informacije o 79 metagenomih, uporabljenih v 
metaanalizi, je na voljo znanstvenikom s celega sveta. Ti lahko na portal naložijo 
metagenomske sekvence, ne glede na to, katere eksperimentalne in analitske metode so 
izbrali v svoji raziskavi. Z globalno standardizacijo postopkov sekvenciranja metagenomov 
vzorcev prebavnega trakta bodo podatki med sabo lažje primerljivi. Optimizirati in 
standardizirati je potrebno že ekstrakcijske metode DNA, kot tudi poenotiti način 
sekvenciranja in analizo sekvenc. S standardiziranimi eksperimentalnimi in analitskimi 
postopki bi z vzorčenjem velike populacije zdravih posameznikov različnih starosti in 
načina življenja določili t. i. normalno mikrobioto ter spremljali spreminjanje le-te v 
odvisnosti od življenjskih navad preiskovancev. Lahko bi tudi ugotavljali vlogo in vpliv 
mikrobiote na predispozicijo za bolezni in patogenezo. Z natančnim poznavanjem in 
razumevanjem sestave mikrobiote prebavnega trakta ter kako se ta s časom spreminja, 
bomo namreč lahko odkrili patogene že pred pojavom bolezni in personalizirali način 
zdravljenja. 
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5.5 VPLIV DVEH BIOLOŠKIH PARAMETROV NA PESTROST ZNOTRAJ 
POSAMEZNIH ŠTUDIJ 
 
5.5.1 Vpliv starosti preiskovancev  
 
Na grafu na Sliki 9 so označene rarefakcijske krivulje metagenomov dojenčkov z 
Japonske, starih od 3 do 7 mesecev. Rarefakcijske krivulje metagenomov dojenčkov so 
očitno krajše od preostalih. Razlog je manjša mikrobna pestrost mikrobiote prebavnega 
trakta dojenčkov v primerjavi z odraslimi  ljudmi. V predhodnih raziskavah so ugotovili, 
da se mikrobiota prebavnega trakta dojenčkov razvije do zrele oziroma take, kot jo imajo 
odrasli preiskovanci, po približno treh letih od otrokovega rojstva. Glavna razloga sta 
uvedba trdne prehrane ter daljša izpostavljenost mikrobom iz okolja. Na Sliki 9 vidimo, da 
nobena rarefakcijska krivulja ne doseže platoja, torej v vzorcih niso bile zaznane vse 
pričakovane vrste. Rezultat je pričakovan, saj so v študiji, iz katere izvirajo omenjeni 
metagenomi, uporabili pristop priprave metagenomske knjižnice s kloniranjem ter metodo 
sekvenciranja po Sangerju. Ta metoda sekvenciranja ni tako natančna kot nekatere 
modernejše metode sekvenciranja. Za identifikacijo dejanskega števila bakterijskih vrst bi 
bilo potrebno bolj poglobljeno sekvenciranje metagenomskih vzorcev, kar bi nam dalo 
natančnejši vpogled v mikrobno sestavo vzorcev. 
 
Na grafu na Sliki 10 so z zvezdico označene rarefakcijske krivulje vzorcev prebavnega 
trakta dojenčkov. Glede na to, da so rarefakcijske krivulje metagenomov dojenčkov v 
primerjavi s krivuljami odraslih preiskovancev z Japonske jasno ločene (Slika 9), bi 
pričakovali večje razlike med krivuljami metagenomov iz Venezuele, saj so prav tako 
sekvencirali metagenome dojenčkov in odraslih ljudi. Vendar pa v raziskavi iz Venezuele 
točna starost dojenčkov ni bila podana. Predvidevamo, da so bili dojenčki starejši od 1 leta 
starosti in je bila njihova mikrobiota prebavnega trakta že bolj podobna tisti odraslih ljudi. 
To dejstvo se na grafu odraža tako, da so si rarefakcjske krivulje med sabo bolj podobne 
kot tiste v japonski študiji (Kurokawa in sod., 2007).  
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5.5.2 Vpliv lokacije vzorčenja v prebavnem traktu 
 
Na Sliki 11 je graf rarefakcijskih krivulj vzorcev, vzetih z različnih lokacij prebavnega 
trakta štirih zdravih odraslih preiskovancev iz Kanade. Najbolj specifično so se grupirale 
rarefakcijske krivulje vzorcev iz želodca. Te krivulje se s krivuljami drugih mest vzorčenja 
ne prekrivajo. Razlog so specifični življenjski pogoji, ki jih ustvarjajo želodčna kislina in 
protimikrobni dejavniki v želodcu, ki omogočajo rast le redkim ekstremofilnim 
mikroorganizmom. Ostali mikrohabitati v človeškem telesu so za bakterijsko rast 
ugodnejši, kar se kaže tudi v dolžini in strmosti ostalih krivulj na grafu na Sliki 10. V 
študiji, ki je metagenome prispevala (Stearns in sod., 2011), so raziskovalci ugotovili, da se 
metagenomi jasno grupirajo glede na mesto vzorčenja v telesu, neodvisno od spola in 
starosti 4 preiskovancev. V študiji so ugotovili, da se vzorci fecesa in debelega črevesa 
najbolj razločno grupirajo, z velikim prekrivanjem vrst z oralno mikrobioto. Na grafu 
lahko vidimo, da se mikrobna pestrost ustne votline prekriva z mikrobno pestrostjo 
prebavnega trakta in fecesa, vendar pa ni moč opaziti jasnega grupiranja rarefakcijskih 
krivulj omenjenih mikrohabitatov. 
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6 SKLEPI 
 
 Mikrobiota prebavnega trakta dojenčkov je vrstno manj raznolika od mikrobiote 
prebavnega trakta odraslih ljudi. Dojenčki do prvega leta starosti imajo še 
signifikantno različno sestavo mikrobiote, vendar pa se med prvim in tretjim  letom 
starosti ta razvije do mikrobiote, zelo podobne taki, kot jo imajo odrasli 
preiskovanci. 
 
 Vrstna sestava mikrobiote prebavnega trakta je odvisna od načina prehranjevanja in 
izpostavljenosti mikrobom iz okolja, neodvisna pa od genskega zapisa 
preiskovanca. 
 
 Na končno sliko o mikrobni sestavi prebavne cevi posameznika imajo večji vpliv 
uporabljene eksperimentalne in analitske metode kot pa biološki parametri. Na 
ugotavljanje vrstne pestrosti posameznega vzorca tako vplivajo vsi koraki, od  
izbire metode ekstrakcije DNA do sekvenciranja. Za nepristranski pregled vrstne 
sestave vzorcev iz prebavnega trakta preiskovancev je nujna globalna 
standardizacija eksperimentalnih in analitskih metod.  
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7 POVZETEK 
 
Mikrobiota prebavnega trakta ima za človeka izjemen pomen, saj vrši mnoge fiziološke 
funkcije, ključne za normalen razvoj. Skupek simbiotskih mikroorganizmov prebavnega 
trakta predstavlja metabolno prilagodljiv in hitro obnovljiv ekosistem, ki se spreminja 
glede na gostiteljevo starost, prehranske navade in zdravstveni status.  
Na področju mikrobiote prebavnega trakta je objavljenih že mnogo raziskav, vendar si 
podatki le-teh velikokrat nasprotujejo. V našem magistrskem delu smo si zastavili 
naslednje delovne hipoteze: mikrobiota prebavnega trakta dojenčkov se razlikuje od 
mikrobiote prebavnega trakta odraslih ljudi, življenjski slog posameznika ima na sestavo 
prebavne mikrobiote večji vpliv, kot ga ima genetika posameznika, ter vpliv bioloških 
parametrov na končno sliko o mikrobni sestavi prebavne cevi posameznika je večji od 
uporabljenih eksperimentalnih in analitskih metod. Hipoteze smo preverili z metaanalizo 
podatkov iz izbranih študij ter z neodvisnim primerjanjem ugotovitev v že objavljenih 
znanstvenih člankih.  
Metaanalizo smo izvedli za metagenome, ki so ustrezali temi našega magistrskega dela. 
Metagenome smo prenesli s strežnika MG-RAST, jih uredili v analitski format in 
analizirali s programom PAST. S številnimi analitskimi funkcijami, ki jih program 
omogoča, smo lahko ovrednotili razlike med eksperimentalnimi in analitskimi postopki ter 
biološkimi lastnostmi preiskovancev. 
Z analizo metagenomov z omenjenim programom smo lahko prvi dve hipotezi potrdili, 
zadnjo  pa ovrgli. Mikrobiota prebavnega trakta dojenčkov je vrstno manj raznolika od 
mikrobiote prebavnega trakta odraslih ljudi. Dojenčki do prvega leta starosti imajo še 
signifikantno različno sestavo mikrobiote, vendar pa se med prvim in tretjim letom starosti 
ta razvije do mikrobiote, zelo podobne taki, kot jo imajo odrasli preiskovanci. Trditev so 
podprle številne predhodne raziskave ter grafi rarefakcijskih krivulj izbranih 
metagenomov. Rarefakcijske krivulje dojenčkov so bile očitno krajše in manj položne od 
tistih, ki so pripadale metagenomom odraslih preiskovancev. 
 
Trditev v drugi hipotezi smo dokazali predvsem s primerjavo ugotovitev v številnih 
predhodnih znanstvenih člankih. Vrstna sestava mikrobiote prebavnega trakta je odvisna 
predvsem od načina prehranjevanja preiskovanca in izpostavljenosti mikrobom iz okolja, 
neodvisna pa od genskega zapisa preiskovanca.  
 
Z analizami NM-MDS smo pokazali, da imajo na končno sliko o mikrobni sestavi 
prebavnega trakta preiskovanca večji vpliv uporabljene eksperimentalne in analitske 
metode kot pa biološki parametri. Ugotovitve so podprli tudi grafi rarefakcijskih krivulj ter 
grafi odvisnosti števila bakterijskih vrst od globine sekvenciranj. Te ugotovitve naši 
hipotezi nasprotujejo.  
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Metagenomika nam nudi jasen pregled in predstavo o mikrobni združbi v prebavnem 
traktu, vendar pa ima svoje omejitve v uporabljenih eksperimentalnih metodah in 
analitskih tehnikah. Da bi jih presegli, moramo razviti najučinkovitejšo in uniformirano 
metodo ekstrakcije DNA, uniformirati metode sekvenciranja, izboljšati računalniške 
algoritme in dopolniti referenčne baze podatkov.  
 
Cilj znanstvene skupnosti mora biti delitev, primerjava in kritična ocena rezultatov 
metagenomskih študij. Upamo, da bosta oblikovanje določenih skupnih, a fleksibilnih 
standardov, in boljše sodelovanje med znanstveniki omogočila boljšo analitiko in 
razumevanje zbranih informacij o vplivu mikrobiote prebavnega trakta na človekovo 
zdravje. 
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